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Abkürzungsverzeichnis 
Sonstige Abkürzungen werden direkt im Text erklärt. 
 
Abb.   Abbildung 
AFF-GloTM  Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluziferin 
ANOVA  engl.: analysis of variance 
APC   engl.: antigen presenting cells 
ARE   engl.: antioxidative response element 
ATP   Adenosintriphosphat 
Aqua BiDest  Destilliertes Wasser 
bZIP   engl.: basic leucin zipper 
ca.   Circa 
cDNA   engl.: complementary DNA 
CH-H2DCF-DA 5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-Diazetat 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
DAB   Diaminobenzidine (Peroxidase-Substrat-Kit) 
DiI   1,1 '- Dioctadecyl - 3,3,3', 3 '- tetramethylindocarbocyanine Jodid 
DMEM  engl.: Dublecos Modified Eagles Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNase  Desoxyribonuklease 
DNS   Desoxiribonukleinsäure 
dNTP   Desoxiribonukleosidtriphosphate 
dsDNA  engl.: double stranded DNA 
EAE   engl.: experimantal autoimmune encephalomyelitis 
EtOH   Ethanol 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
FKS   Fötales Kälberserum 
FRET   Förster/Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer 
G418   Genetecin 
GFP   Grün-fluoreszierendes Protein 
h   Stunde 
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HO-1   Hämoxigenase-1 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HPRT-1  Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1 
HRP   engl.: horseradish peroxidase 
Iba-1   engl.: ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IFN-γ   Interferon-γ 
i.p.   intraperitoneal 
IHC   engl.: immunhistochemistry 
IL-6   Interleukin-6 
IL-10   Interleukin-10 
Keap1  engl.: kelch like-ECH-associated protein 1 
kb   Kilobasenpaare (1000 bp) 
KO   engl.: knock-out 
LAMP-2  engl.: lysosome‐associated membrane protein 2 
LPS   Lipopolysaccharid 
M   Molar 
M1   “klassisch” aktivierter Makrophage 
M2   “alternativ” aktivierter Makrophage 
MAG   Myelin-assoziiertes Glykoprotein 
Mg   Milligramm 
MHC   engl.: major histocompability complex 
min   Minute 
Mg2+   Magnesium 
mRNA  engl.: messenger ribonucleic acid 
MS   Multiple Sklerose 
NADPH  Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
NaOH   Natriumhydroxid 
ng   Nanogramm 
7 
 
NK   Negativkontrolle 
NO   Stickstoffmonoxid 
Nrf2   engl.: nuclear-factor erythroid2-related factor 2 
NQO1   NADPH-Quinon-Oxidoreduktase-1 
O2   Sauerstoff 
O2-   Hyperoxidanion 
OD   Optische Dichte 
OH   Hydroxylradikal 
ONOO-  Peroxynitrit 
OPC   engl.: oligodendrocyt precursor cells 
PAP   Peroxidase-Anti-Peroxidase 
PB   Polybrene 
PBS   engl.: phosphate buffered saline 
PeSt   Penicillin / Streptomycin 
PFA   Paraformaldehyd 
pH   Negativer Logarithmus der Protonenkonzentration 
PK   Positivkontrolle 
PLB   engl.: passive lysis buffer 
PLP   Proteolipidprotein 
PNS   Peripheres Nervensystem 
qRT-PCR  Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion 
RH   engl.: random hexamer 
RNase  Ribonuklease 
RNS   engl.: reactive nitrogen species 
ROS   engl.: reactive oxygen species 
Rpm   engl.: rotation per minute 
RT   Raumtemperatur 
RT   Reverse Transkription 
SD   engl.: standard deviation 
shRNA  engl.: small hairpin ribonucleic acid 
siRNA   engl.: small interfering ribonucleic acid 
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sMaf   engl.: small Maf 
SOD   Superoxiddismutase 
ssDNA  engl.: single stranded DNA 
Tab.   Tabelle 
Taq   Thermus aquaticus 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
TU   Transduktionseinheiten 
TWEEN  Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat („Polysorbat 20“) 
UV   Ultraviolett 
WT   Wildtyp 
z.B.   zum Beispiel 
ZNS   Zentrales Nervensystem 
 
 1 EINLEITUNG 
 
1.1 MULTIPLE SKLEROSE 
 
Die Multiple Sklerose (MS), auch Encephalomyelitis disseminata, Polysklerose oder 
Sclerosis multiplex genannt, ist eine entzündliche, chronisch verlaufende Erkrankung 
des zentralen Nervensystems. Typisch für diese Krankheit sind demyelinisierte 
Läsionen, vorwiegend in der weißen Substanz des Gehirns und Rückenmarks. In den 
verteilten Entzündungsherden kommt es zu einer Schädigung der periaxonalen 
Myelinscheide und dadurch zu einer Beeinträchtigung der neuronalen 
Erregungsausbreitung. Langfristig führt der Rückgang des Myelins zur Schädigung 
und letztendlich zum Verlust der neuronalen Axone. Die Beeinträchtigung der 
neuronalen Erregungsausbreitung führt zu einer multiplen neurologischen 
Symptomatik und kann in eine dauerhafte, progrediente Behinderung übergehen. 
 
1.1.1 Ätiologie 
Die Ätiologie der Multiplen Sklerose ist bisher noch nicht vollständig geklärt. Derzeit 
werden drei Faktoren als bedeutend diskutiert. 
1. Exogener Einfluss von Umweltfaktoren 
2. Genetische Prädisposition 
3. Autoimmune Reaktion 
 
Dabei geht man heute von einem Zusammenspiel dieser Faktoren aus. Eine 
multifaktorielle Ätiologie gilt als sehr wahrscheinlich. Es gibt eine Reihe von 
Hinweisen über äußere Einwirkungen. Migrationsstudien zeigten, dass Einwanderer, 
die ihr Geburtsland in frühester Kindheit verlassen hatten, das gleiche 
Erkrankungsrisiko des jeweiligen Einwanderungslandes. Bei einer Auswanderung 
nach dem 15. Lebensjahr nimmt der Migrant das Risiko seines Heimatlandes mit 
(Poeck and Hacke 2006). Allerdings ist ungeklärt inwieweit diese geographische 
Verteilung nicht mit Lebensbedingungen und Ernährungsweisen zusammenhängt. 
Die Exposition gegenüber bestimmten Infektionen wurde in vielen Studien 
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untersucht. Der Einfluss unterschiedlichster Erreger, wie z.B. des Epstein-Barr-Virus 
(Cepok, Zhou et al. 2005), der Chlamydia pneumoniae (Tang, Sriram et al. 2009) 
oder des humanen Herpesvirus 6 (HHV-6) wurde hinsichtlich der Entstehung der 
Krankheit bzw. dem Verlauf der MS diskutiert (Clark 2004).  
Darüber hinaus ist schon seit längerem bekannt, dass genetische Faktoren eine 
Rolle spielen, und das familiäre Häufungen von Multiple Sklerose-Fällen auftreten. 
Insbesondere für Verwandte ersten Grades ist das Risiko an MS zu erkranken stark 
erhöht (Carton, Vlietinck et al. 1997). Bei der Identifizierung der betreffenden Gene 
wurde eine Assoziation zu den MHC-Klasse-II-Allelen DR15 und DO6 sowie DR4 
(Olerup and Hillert 1991) vermutet. 
 
1.1.2 Epidemiologie der Multiplen Sklerose 
Bei der MS handelt es sich mit einer Inzidenzrate von 3-7 pro 100.000 und einer 
Prävalenzrate von bis zu 150 : 100.000 um eine der häufigsten organischen 
Krankheiten des zentralen Nervensystems (Poeck and Hacke 2006). Die MS 
manifestiert sich häufig im jungen Erwachsenenalter zwischen 20 und 30 Jahren, 
dabei erkranken Frauen an dem schubweisen Verlauf etwa doppelt so häufig wie 
Männer. Bei der chronisch progressiven MS ist kein Quantitätsunterschied zu finden 
(Poeck and Hacke 2006).  
Bei der Erkrankungshäufigkeit der MS gibt es geographische 
Verteilungsunterschiede. Allgemein kann man in Europa, Nordamerika und zum Teil 
in Asien von einem Nordpol-Äquator-Gefälle sprechen, d.h. die Prävalenz nimmt mit 
der Entfernung zum Äquator hin zu (Heckl, 1994). Dieses Gefälle zeigt sich auch auf 
der Südhalbkugel, allerdings in viel geringerem Ausmaß. Unabhängig dieser 
Verteilungsmuster wurden in bestimmten Ländern, vor allem der skandinavischen 
Region, eine starke Häufung von MS-Fällen beschrieben (Heckl, 1994). Es sind auch 
Bevölkerungsgruppen, wie die Eskimos, den Maoris in Neuseeland oder den Bantus 
in Südafrika, beschrieben, bei denen die MS nahezu unbekannt ist (Skegg, Corwin et 
al. 1987). 
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1.1.3 Pathogenese 
Die genaue Ätiologie der MS ist bis dato noch ungeklärt. Daher konnte sich die 
Wissenschaft bisher auf keine eindeutige Pathogenese dieser Erkrankung festlegen. 
Allgemein anerkannt ist, dass es sich bei dieser chronisch inflammatorischen 
Krankheit um eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung handelt. Es wird 
diskutiert, ob die Pathogenese der MS grob in eine initiale Phase und eine 
Effektorphase eingeteilt werden kann. In der initialen Phase kommt es zu einer 
Aktivierung und Rekrutierung von Myelin-spezifischen T-Zellen im ZNS. Die 
Effektorphase zeichnet sich durch eine Aktivierung der autoreaktiven T-Lymphozyten 
durch einen Kontakt mit antigenpräsentierenden Mikroglia/Makrophagen und 
anschließend zur Induktion einer neuroinflammatorischen Kaskade, welche dann zur 
Demyelinisierung und Gewebedestruktion führt (Platten and Steinman 2005). 
Im Detail lassen sich mehrere Stufen unterscheiden: 
1. In der Peripherie kommt es, ausgelöst durch noch ein unbekanntes Agens, zur 
Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten. Als Auslöser werden hierbei 
Proteinbestandteile des Myelins (MOG, MBP, MAG) diskutiert (Lindert, Haase 
et al. 1999). 
2. Die aktivierten T-Zellen überwinden auf Grund von Chemotaxis, Adhäsion und 
Migration die Blut-Hirn-Schranke und gelangen in das ZNS. Die 
transendotheliale Migration erfordert ein komplexes Zusammenspiel aus 
Adhäsionsmolekülen, Chemokinen und ihrer Rezeptoren sowie 
Matrixmetalloproteinasen. 
3. Im ZNS folgt nach Erkennung des spezifischen Antigens die Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine, wie IFNγ, TNF-α und IL-12, und die 
konsekutive Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen. Es konnte gezeigt 
werden, dass es eine Korrelation zwischen der Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine und der Erkrankungsaktivität- und -schwere 
gibt (Issazadeh, Navikas et al. 1998). 
4. Aufgrund der verstärkten Expression proinflammatorischer Zytokine und 
Chemokine der Mikroglia, Makrophagen und T-Lymphozyten selbst, kommt es 
zur Rekrutierung weiterer Entzündungszellen über die Blut-Hirn-Schranke. 
Eingewanderte B-Lymphozyten, Antikörper oder Komplementfaktoren erhalten 
die Entzündungsreaktion aufrecht. 
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5. Die Folge ist eine beginnende Demyelinisierung der Axone, einerseits durch 
die direkte Einwirkung zytotoxischer T-Zellen, andererseits durch aktivierte 
Mikroglia und Makrophagen mit gesteigerter Phagozytosefähigkeit und ihrer 
toxischen Produkte, wie ROS, NO, Lymphotoxin oder MMPs (Neumann 2003, 
Sospedra and Martin 2005). Des Weiteren tragen Autoantikörper, die von B-
Lymphozyten bzw. Plasmazellen sekretiert werden, zur Gewebszerstörung 
bei. Reaktiv kommt es zu einer Astrogliose mit Zellhypertrophie und erhöhter 
GFAP-Expression. 
6. Durch eine zeitversetzte Aktivierung von T‐Supressorzellen und 
CD4+‐TH2‐T‐Lymphozyten kommt es zur Ausschüttung diverser 
antiinflammatorischer Zytokine (IL‐4, Il‐10, TGF‐β). Eine weitere Beruhigung 
der Entzündung wird durch die Apoptose der T‐Helferzellen 
(CD4+‐TH1‐T‐Lymphozyten) gewährleistet (Bruck and Stadelmann 2005, Prat 
and Antel 2005). Später kann vielfach eine Remyelinisierung beobachtet 
werden. 
 
Ein anderer möglicher, initialer Hergang der Pathogenese wird diskutiert, bei dem der 
Oligodendrozytenverlust und die Myelinzerstörung als primäres Ereignis verstanden 
werden, welches von lokaler Mikrogliaaktivierung und -proliferation, und erst 
nachfolgend durch die Invasion von lymphozytären Entzündungszellen 
gekennzeichnet (Barnett, Henderson et al. 2006, Henderson, Barnett et al. 2009). 
Auf Grund der Zerstörung der Myelinscheiden, muss man bei der MS auch von 
Neurodegeneration sprechen, gekennzeichnet durch den Verlust von Axonen und 
schlussendlich auch der Neurone. Insbesondere in Läsionen mit aktiver 
Demyelinisierung ist dieser Verlust zu beobachten. Dieser Verlust stellt das 
pathologische Substrat der neurologischen Symptome dar (Narayanan, De Stefano 
et al. 2001, Kuhlmann, Lingfeld et al. 2002). 
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1.1.4 Pathologie 
 
1.1.4.1 Makropathologie 
Die MS-Läsionen sind typischerweise in der weißen Substanz des ZNS lokalisiert, wo 
sie verteilt vorliegen. Läsionen des Rückenmarks und Stammhirns sind daher bereits 
oberflächlich sichtbar (Abbas, Kumar et al. 2005). 
Makroskopisch sind die einzelnen Läsionen in der frühen Phase weich und von 
rötlich-gräulicher Farbe. Im Verlauf werden sie durch Konsistenzzunahme, aufgrund 
von Gliawucherung (Gliose) braun-gräulich und hart. Die Entmarkungsherde 
(Plaques) sind zumeist unregelmäßig geformt, aber relativ scharf begrenzt und von 
wechselnder Größe. Die Größe der Plaques variiert von mikroskopisch klein bis zu 
mehreren Zentimeter. Die bevorzugten Lokalisationen der Läsionen betreffen die 
periventrikuläre weiße Substanz, den Nervus Opticus, das Corpus callosum, das 
Cerebellum und das zervikale Rückenmark (Abbas, Kumar et al. 2005). 
 
1.1.4.2 Mikropathologie 
Auf histologischer Ebene zeigen die Läsionen ein heterogenes Bild. Altersabhängig 
dominieren perivaskuläre Infiltration von Entzündungszellen, Demyelinisierung von 
neuronalen Axonen oder reaktive Astrogliose das Bild (Sospedra and Martin 2005). 
Im akuten Entmarkungsstadium kommt es zu einer ausgeprägten perivaskulären 
(perivenösen) lymphozytären Infiltration und einer Markscheidendegeneration mit 
zahlreichen Makrophagen im Vordergrund. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem 
vollständigen Myelinverlust unter Erhaltung der Axone. Die entzündlichen Infiltrate 
können sich weitgehend zurückbilden. Ältere bzw. chronische Entmarkungsherde 
zeigen eine ausgeprägte reaktive Astrogliose. Die Abgrenzung des entmarkten 
Areals zu der unbetroffenen weißen Substanz ist scharf zu erkennen.  
Die histopathologischen Veränderungen unterscheiden sich von Patient zu Patient. 
Basierend auf dieser Heterogenität lassen sich vier verschiedene Muster der 
Demyelinisierung beschreiben (Lucchinetti, Bruck et al. 2000).  
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In allen vier Typen sind Makrophagen und T-Lymphozyten in den Läsionen 
nachweisbar, aber offenbar in unterschiedlicher Weise aktiviert. Des Weiteren sind B-
Lymphozyten, Plasmazellen und das Komplementsystem variabel involviert. 
Subtyp I ist assoziiert mit einer T-Zellen- und Makrophagen-domimierten 
Inflammation. Die demyelinisierten Plaques sind scharf abgegrenzt und um kleine 
Venen oder Venulen lokalisiert. Der Verlust der Oligodendrozyten ist begrenzt auf die 
Demyelinisierung. Außerdem findet eine schnelle, ausgeprägte Remyelinisierung 
statt. 
Subtyp II zeigt wie Typ I eine ausgeprägte entzündliche Komponente mit Infiltration 
der Läsionen mit T-Lymphozyten und Makrophagen. Zusätzlich ist die Anwesenheit 
von Komplementfaktoren und Immunglobulinen an den Orten aktiven Myelinabbaus 
nachweisbar. 
Charakteristisch für Subtyp III ist der vorrangige Verlust von Myelin-assoziiertes 
Glykoprotein (MAG), bei Erhalt der übrigen Myelinproteine (MOG, MBP, PLP). 
Zudem ist dieses Muster durch einen Oligodendrozytenverlust gekennzeichnet. Das 
Remyelinisierungspotential ist gering. 
Subtyp IV ist ebenfalls durch einen Oligodendrozytenverlust gekennzeichnet, 
insbesondere in der zusätzlich in der periläsionalen weißen Substanz. Die 
Remyelinisierung fehlt hier komplett. 
Lucchinetti et al. zeigten in mehreren Untersuchungen, dass neben dieser 
immunpathologischen Heterogenität eine strenge intraindividuelle Homogenität der 
Läsionen besteht (Lucchinetti, Bruck et al. 2000). 
Barnett und Prineas zeigten 2004, dass auch bei einem MS-Patienten simultan 
unterschiedliche Läsionstypen auftreten können (Barnett and Prineas 2004). Es 
besteht die Möglichkeit, dass die histopathologische Heterogenität auf eine variable 
Pathogenese der MS hinweist. Es bleibt weiterhin unklar, ob sich diese 
Läsionsmuster während des fortschreitenden Verlaufs der Krankheit konstant halten 
oder sich verändern. 
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1.1.5 Klinik 
1.1.5.1 Klinische Symptome 
Ähnlich dem klinischen Verlauf der MS, weist auch die Symptomatik eine individuelle 
Variabilität auf. Die Vielfältigkeit der Symptome ist bedingt durch die Verteilung der 
Läsionen im gesamten ZNS. Abhängig von der Lokalisation ist jede Art einer 
neurologischen Störung möglich. Initial finden sich zumeist motorische und sensible 
Beeinträchtigungen. Typische Frühsymptome bei MS-Patienten, die vor dem 30. 
Lebensjahr erkranken, sind Sensibilitätsstörungen vorwiegend an den unteren 
Extremitäten oder eine retrobulbäre Optikusneuritis. Bei Patienten, die nach dem 30. 
Lebensjahr erkranken, werden besonders häufig langsam auftretende Paresen 
beschrieben (McAlpine and Conway 1972). 
Im weiteren Verlauf der Krankheit können zusätzlich noch weitere Symptome 
hinzukommen. Zu diesen Spätsymptomen zählen weitere motorische und sensible 
Störungen, Schmerzen, Cerebellum- und Hirnstammsymptome, vegetative 
Funktionsstörungen, aber auch kognitive und psychische Störungen. Es konnte 
gezeigt werden, dass es in ca. 45% der MS-Fälle während des Krankheitsverlauf zu 
einem partiellen Verlust der intellektuellen Fähigkeit kommt (Rao, Leo et al. 1991). 
Hinzu kommt es bei MS-Patienten sehr häufig zum Auftreten des Fatigue-Syndroms, 
welches einen ausgeprägten allgemeinen Erschöpfungszustand beschreibt (Iriarte, 
Subira et al. 2000). Eine sehr hohe Sterblichkeitsrate, nach kurzem Verlauf der 
Erkrankung, weisen Patienten auf, deren Medulla oblongata von massiver 
Demyelinisierung betroffen ist. Der Tod tritt nach konsekutivem respiratorischen 
Versagen ein (Barnett and Prineas 2004). 
 
1.1.5.2 Verlaufsformen 
Der Verlauf der MS, kann bezogen auf den zeitlichen Ablauf sowie der 
unterschiedlichen Ausprägung, in verschiedene Verlaufsformen eingeteilt werden 
(Lublin and Reingold 1996). Besonders häufig konnte man folgende drei 
Verlaufsformen beobachten: 
Die häufigste  Form (80-90%) ist die primär schubförmige MS (relapsing-remitting 
MS), die durch eindeutig definierte Schübe mit Phasen völliger oder teilweiser 
Symptomremission gekennzeichnet ist (Abb. 1 A). 
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Nach 10-15 Jahren entwickelt sich bei ca. 50% der MS-Patienten ein sekundär 
chronisch-progredienter Verlauf (Abb. 1 B). Die fortschreitende Verschlechterung der 
Symptome ist charakteristisch für diese Verlaufsform. Es kommt noch zu partiellen 
Remissionen. 
Die dritte Form stellt die primär chronisch-progrediente MS dar, die eine 
Krankheitsprogression von Beginn an aufweist und bei 10-15% der Patienten auftritt 
(Abb. 1 C). 
 
Die primär schubförmige MS weist die beste Prognose bezüglich der 
Lebenserwartung auf, die kaum erniedrigt (~ 4 Jahre) ist. Die primär chronisch-
progrediente MS weist hinsichtlich der Lebenserwartung (ca. 15-20 Jahre) und dem 
Grad der Behinderung, die schlechteste Prognose auf. Nicht nur die verkürzte 
Lebenserwartung, sondern auch die frühzeitige Beeinträchtigung der Lebensqualität 
ist für MS-Patienten sehr problematisch. Die Patienten sterben selten unmittelbar an 
der MS, sondern oftmals an Komplikationen. Am häufigsten an Polyneuropathien, 
Bronchopneumonien oder an Sepsis. 
Die Prognose der MS ist von mehreren Faktoren abhängig. Dabei spielen Faktoren 
wie Alter, Geschlecht, Erstsymptome, Schubzahl, zeitlicher Verlauf und MRT-
Befunde eine Rolle. 
Die primär schubförmige MS weist die beste Prognose bezüglich der 
Lebenserwartung auf, die kaum erniedrigt (~ 4 Jahre) ist. Die primär chronisch-
progrediente MS weist hinsichtlich der Lebenserwartung (ca. 15-20 Jahre) und dem 
Grad der Behinderung, die schlechteste Prognose auf. Nicht nur die verkürzte 
Lebenserwartung, sondern auch die frühzeitige Beeinträchtigung der Lebensqualität 
ist für MS-Patienten sehr problematisch. Die Patienten sterben selten unmittelbar an 
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der MS, sondern oftmals an Komplikationen. Am häufigsten an Polyneuropathien, 
Bronchopneumonien oder an Sepsis. 
 
1.1.5.3 Diagnostik 
Zur Diagnosesicherung reicht in vielen Fällen das klinische Bild des MS-Patienten 
nicht aus. Daher gehören bildgebende Verfahren (Magnet-Resonanz-Tomographie; 
MRT) und die Liquoruntersuchung zu den üblichen Untersuchungsmethoden. Die am 
häufigst verwendete Untersuchungsmethode zur Sicherung der Diagnose ist das 
MRT, da hier gleich zu Erkrankungsbeginn Pathologien im ZNS dargestellt werden 
können. 
Zur Sicherung einer absolut zuverlässigen Diagnose der MS werden 
Bewertungskriterien nach McDonald et al., revidiert nach Polman et al. 
herangezogen (McDonald, Compston et al. 2001, Polman, Reingold et al. 2011). 
Diese Kriterien zeigten in der Praxis sowohl eine hohe Sensitivität als auch Spezifität 
(Swanton, Fernando et al. 2006). 
 
 
1.1.6 Myelin 
Die Myelinscheide, auch Markscheide genannt, ist eine lipidreiche Biomembran, 
welche die Axone der meisten Neurone (markhaltige Nervenfasern) von Vertebraten 
spiralförmig umhüllt und elektrisch isoliert. Sie ist aus Myelin aufgebaut, welches im 
ZNS von Oligodendrozyten und im Bereich des peripheren Nervensystems (PNS) 
von den Schwann'schen Zellen produziert wird. Dabei kann ein Oligodendrozyt 
gleichzeitig mehrere Axone mit seinen Ausläufern umhüllen (Abb. 2). 
Im Vergleich zu anderen Biomembranen zeichnet sich das Myelin durch einen sehr 
hohen Lipidanteil (70%) und einen relativ geringen Proteinanteil (30%) der 
Trockensubstanz aus. Der Wassergehalt beträgt ca. 40%. Myelin-spezifische 
Proteine sind das Myelin-basisches Protein (MBP), dem Proteolipid-Protein (PLP), 
dem Myelin-assoziierten Glykoprotein (MAG) und dem Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG). Die Lipidkomponente besteht hauptsächlich aus 
Phospholipiden und Cholesterol (Abb. 3). 
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Die primäre Funktion 
der Myelinscheide liegt in der elektrischen Isolierung der Axone von Neuronen und 
der schnellen Erregungsausbreitung. Durch spiralförmige Umwicklung kurzer 
Abschnitte der Axone durch Membranausläufer der Oligodendrozyten entsteht die 
Markscheide. Die Myelinscheiden sind entlang des neuronalen Axons perlschnurartig 
aufgereiht und werden im Abstand von jeweils ca. 0,2-1,5 mm durch kurze, marklose 
Abschnitte, den sogenannten Ranvier-Schnürringen, unterbrochen. Nur an den 
marklosen Membranarealen ist eine Depolarisation der Membran möglich. Durch 
diesen ultrastrukturellen Aufbau wird die Erregungsausbreitung der Aktionspotentiale 
deutlich gesteigert. Man spricht in diesem Zusammenhang von der saltatorischen 
Erregungsleitung. Zusätzlich vergrößert sich durch die Myelinscheide der Querschnitt 
des Axons, was ebenfalls zu einer Erhöhung der Leitungsgeschwindigkeit führt. 
Eine weitere wichtige Funktion der Myelinscheide liegt in der Ernährung und im 
Schutz der Axone (Wilkins, Majed et al. 2003). 
Im Rahmen der MS‐Pathologie stellt gerade das Myelin bzw. die Myelinscheide das 
primäre Angriffsziel der entzündlichen Kaskade dar. Die Beeinträchtigung oder der 
Zusammenbruch der Myelinscheide und Ausfall ihrer physiologischen Leit‐ und 
Schutzfunktion ist die Grundlage der klinischen Symptomatik (Trapp, Peterson et al. 
1998; Bitsch, Schuchardt et al. 2000, Kornek, Storch et al. 2000). 
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1.1.7 Remyelinisierung 
Die Demyelinisierung ist ein Charakteristikum in der Pathologie der MS. In den 
letzten Jahren wurde zudem immer offensichtlicher, dass der substantielle axonale 
und damit neuronale Verlust ein ebenfalls wichtiges Merkmal der MS ist (Behl, 
Widmann et al. 1995, Geurts and Barkhof 2008, Geurts, Stys et al. 2009). Die 
Remyelinisierung ist ein sehr gut dokumentiertes Beispiel für die 
Geweberegenerierung im ZNS und ist zweifelsfrei neuroprotektiv in der MS. 
Annähernd 40% von post-mortem Gewebe von MS-Patienten zeigen eine 
Remyelinisierung, die sich sowohl im frühen als auch im späten Verlauf der MS 
manifestiert (Patrikios, Stadelmann et al. 2006, Franklin and Ffrench-Constant 2008, 
Irvine and Blakemore 2008). Die Remyelinisierung stellt einen hoch effektiven 
Mechanismus, zum axonalen Schutz in Demylinisierungs-assoziierten Krankheiten, 
dar. Es wird angenommen, dass die Remyelinisierung die strukturelle Integrität der 
Axon-Myelin-Einheit und damit die axonalen Leitungseigenschaften wiederherstellt, 
die in Folge der Demyelinisierung verloren gingen (Smith, Blakemore et al. 1979, 
Halliday 1981). Bisher ungeklärt ist, warum in manchen MS-Patienten die 
Remyelinisierung spärlicher ausfällt, als bei anderen, die einen weitaus höheren 
Remyelinisierungsgrad aufweisen. Verschiedene Mechanismen, die in der Blockade 
des Remyelinisierungsprozess münden, werden diskutiert. Der Verlust und 
Untergang von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (OPC) innerhalb der Läsionen im 
Verlauf sich wiederholender De- und Remyelinisierung spielt höchstwahrscheinlich 
eine sehr wichtige Rolle (Prineas, Barnard et al. 1993, Prineas, Barnard et al. 1993). 
Jedoch gibt es Läsionen, in denen OPCs reichlich vorhanden sind (Scolding, Franklin 
et al. 1998, Wolswijk 1998, Chang, Nishiyama et al. 2000, Chang, Tourtellotte et al. 
2002), aber keine ausreichende Remyelinisierung eintritt. Es wird spekuliert, ob 
entweder Axone der Remyelinisierung nicht zugänglich sind (Charles, Reynolds et al. 
2002) oder dass die Reifung der OPCs inhibiert ist (John, Shankar et al. 2002). 
Die Zelltypen, die an der Remyelinisierung beteiligt sind, sind zum einen lokale, im 
Gehirn residente Gliazellen wie Mikroglia und Astrozyten und zum anderen 
Entzündungszellen des peripheren vaskulären Systems. Bis dato wurden 
verschiedene Faktoren wie z.B. TNF-α, Interleukin-1β (Arnett, Mason et al. 2001, 
Mason, Suzuki et al. 2001), Östradiol, Progesteron oder Thyroxin (Harsan, Steibel et 
al. 2008, Acs, Kipp et al. 2009, Kipp and Beyer 2009) beschrieben, die wichtig für 
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eine regelgerechte, endogene Remyelinisierung sein können. Andererseits konnten 
in kürzlich erschienenen Studien noch zusätzliche Faktoren wie z.B. die 
polysialysierte Form des neuronalen Zelladhäsionsmolekül NCAM (Charles, 
Reynolds et al. 2002), LINGO-1 (Mi, Hu et al. 2007), astrogliales Hyaluron oder 
Myelin-Debris selbst, identifiziert werden, die zu einer gestörten Remyelinisierung 
beitragen. Bis zu diesem Zeitpunkt ist noch nicht geklärt, ob das Fehlen von Pro-
Myelinisierungsfaktoren oder die Anwesenheit aktiver Remyelinisierungsinhibitoren 
für die gestörte Remyelinisierung verantwortlich ist. 
In den demyelinisierten Plaques kommt es kurze Zeit später, oder auch noch 
währenddessen, zu spontanen Remyelinisierungen, wobei das Ausmaß individuell 
unterschiedlich sein kann (Patrikios, Stadelmann et al. 2006). Es wird vermutet, dass 
sich die physiologischen Vorgänge in der Remyelinisierung wiederholen. Das heißt, 
dass Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs) zu den Plaques rekrutiert werden, um 
dort zu reifen, myelinbildenden Oligodendrozyten auszudifferenzieren (Franklin 
2002). Trotz allem scheint das neugebildete Myelin dünner zu sein und weißt kürzere 
internodale Abstände auf. Sicher ist, dass die Remyelinisierung zu einem 
nachweislich geringeren axonalen Schaden führt, neuroprotektiv wirkt und zur 
Wiederherstellung der axonalen Leitungsgeschwindigkeit führt (Kuhlmann, Lingfeld 
et al. 2002). 
 
1.1.8 Mikroglia und Makrophagen in der MS 
 
Die MS‐Läsionen bestehen zum einen aus umgewandelten, aktivierten 
Mikrogliazellen (Li, Cuzner et al. 1996) und zum anderen aus neu rekrutierten 
Makrophagen aus der Blutbahn (Bruck, Porada et al. 1995, Barnett, Henderson et al. 
2006).  
Wie bereits erwähnt, werden gegenwärtig Makrophagen und Mikroglia als 
Schlüsselzellen der entzündlichen Vorgänge in der Pathogenese der MS angesehen. 
Der Grund für ihren Angriff auf das „normal“‐erscheinende Myelin ist bislang nicht 
bekannt. Ob es sich aber tatsächlich um einen „Angriff“ handelt, ist fraglich. Die 
Wissenschaftler sind sich heute einig, dass die Makrophagen und Mikroglia die 
Hauptarbeit bei der Beseitigung von Myelin verrichten. Die Meinungen gehen aber 
auseinander, wenn es um die Art und Weise geht, in der dieser Prozess erfolgt. Wie 
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bereits bei der Besprechung der MS‐Pathogenese erwähnt, wird im Allgemeinen 
angenommen, dass Makrophagen und Mikroglia eine große Anzahl 
proinflammatorischer Substanzen bei der Myelinphagozytose produzieren und die 
Neurone und Oligodendrozyten dadurch schädigen. Somit werden sie von einigen 
Autoren für die eigentlichen „Vernichter“ bei der MS gehalten (Williams, Ulvestad et 
al. 1994, Brosnan and Raine 1996, Mosley and Cuzner 1996, Constantinescu, 
Goodman et al. 2000). Die Arbeitsgruppen van der Laan et al. und Williams et al. 
zeigten, dass Makrophagen, die in vitro mit Myelin inkubiert worden sind, 
proinflammatorische Produkte, insbesondere TNF-α und Stickoxide, ausschütten 
(Williams, Ulvestad et al. 1994). Hierfür spricht auch, dass eine Suppression von 
Makrophagen und Mikroglia in Mäusen, die an EAE litten, ein deutlich milderer 
Krankheitsverlauf beobachtet werden konnte (Brosnan, Bornstein et al. 1981, 
Huitinga, van Rooijen et al. 1990), und die Induktion als auch die Aufrechterhaltung 
der EAE dadurch suppressiv zu beeinflussen war (Heppner, Greter et al. 2005). 
Einige Autoren präsentieren aber eine andere Betrachtungsweise. Es gibt Hinweise 
dafür, dass die mononukleären Phagozyten in den MS‐Läsionen hauptsächlich als 
Nekrophagen (Scavenger Zellen, Aasfresser) fungieren und das umliegende 
Gewebe nicht zerstören, sondern eher zu regenerieren scheinen (Diemel, Copelman 
et al. 1998, Barnett, Henderson et al. 2006, Boven, Van Meurs et al. 2006, Liu, Hao 
et al. 2006). 
 
1.1.9 Experimentelle Tiermodelle der Multiplen Sklerose 
Experimentelle Tiermodelle werden in der wissenschaftlichen Forschung eingesetzt, 
um Mechanismen der Pathogenese und die Erprobung neuer Therapieansätze zu 
erforschen. Das wichtigste und etablierteste tierexperimentelle Analogon zur MS ist 
die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Die EAE wird durch die 
Injektion von verschiedenen Myelinproteinen (PLP, MBP, MOG) hervorgerufen. Als 
autoimmune Entzündung führt sie zu einer Demyelinisierung und axonalen Schaden. 
Die EAE weist neben vielen pathologischen und immunpathogenetischen 
Gemeinsamkeiten auch wichtige Unterschiede zur humanen MS auf, so dass sie mit 
dieser nicht gleichgesetzt werden darf (Wang, Gold et al. 2006). 
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1.1.9.1 Das Cuprizone Tiermodell 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die in vivo-Untersuchungen das Cuprizone 
Demyelinisierungsmodell gewählt. Die Verfütterung von Cuprizone an Mäusen 
induziert die hoch reproduzierbare Demyelinisierung von verschiedenen 
Gehirnregionen, darunter das Corpus callosum (CC). Die große, quer verlaufende 
Kommissur zwischen den beiden Hemisphären des Großhirns von Säugetieren 
gehört zur weißen Substanz und repräsentiert die am häufigst untersuchten Region 
in diesem Tiermodell (Kipp, Clarner et al. 2009). Nach 5-6 wöchiger Cuprizone-
Behandlung ist das CC fast völlig demyelinisiert, man spricht hier von einer „akuten 
Demyelinisierung“. Werden die Mäuse unmittelbar anschließend über Wochen mit 
Normalfutter gefüttert, folgt der Demyelinisierung die spontane Remyelinisierung. 
Erfolgt eine verlängerte (mind. 12-13 Wochen) Cuprizone-Verabreichung, dann ist 
die Remyelinisierung stark beeinträchtigt und verzögert. Beim Cuprizone-Modell wird 
in diesem Zusammenhang von „chronischer Demyelinisierung“ gesprochen. 
In den späten 1960er Jahren wurde in ersten Experimenten Cuprizone als eine 
toxische Verbindung verwendet (Carlton 1969). Es wurde festgestellt, dass oxalic 
biscyclohexylidenehydrazide, ein Chelator, welcher als Reagenz für Kupfer-Analysen 
verwendet wurde, mikroskopische Läsionen im Gehirn induziert. Diese Läsionen 
waren begleitet von Ödemen, Demyelinisierung und Astrogliose. Basierend auf 
Fütterungsstudien, verwenden die meisten Laboratorien 6-9 Wochen alte Mäuse, die 
mit 0,2-0,3% Cuprizone-haltiger Nahrung gefüttert werden. Höhere Konzentrationen 
(> 0,5%) führen zu einer gesteigerten Mortalität (Kesterson and Carlton 1970). 
Darüber hinaus muss eine Mausstamm-abhängige Disposition zur Chemikalie 
Cuprizone berücksichtigt werden. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass sich 
im SJL-Stamm ein anderes Demyelinisierungsmuster darstellt, welches für C57BL/6-
Mäuse beschrieben ist. SJL-Mäuse demyelinisieren weniger in der Mitte innerhalb 
des CC, zeigen dafür aber mehr Demyelinisierung in den lateralen Regionen (Taylor, 
Gilmore et al. 2009). Innerhalb unserer Studie wurden ausschließlich C57BL/6-
Mäuse verwendet. 
Wie erwähnt, ist Cuprizone ein bekannter Kupfer-Chelator. Aufgrund der starken 
Farbreaktion von Cuprizone mit zweiwertigen Kupferionen (Absorption: 595 nm), 
wurde Cuprizone für die quantitative Bestimmung von Kupfer in den verschiedensten 
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Proben verwendet (Messori, Casini et al. 2007). Für die biomedizinische Forschung 
wurde diese Verbindung nach der Entdeckung ihrer neurotoxischen Eigenschaften 
interessant und diente von da an als wertvolles pharmakologisches Werkzeug für die 
ZNS-Demyelinisierung in verschiedenen Labortiermodellen (Matsushima and Morell 
2001, Kipp, Clarner et al. 2009). Der genaue, zugrunde liegende Mechanismus, des 
Cuprizone-induzierten Oligodendrozytenuntergangs, ist bis dato noch nicht 
vollständig geklärt und verstanden. Es ist bekannt, dass die Verfütterung von 
Cuprizone zu sogenannten Mega-Mitochondrien in der Leber führt. Daher wurden, 
mit Cuprizone gefütterte Tiere, hinsichtlich mitochondrialer Dysfunktionen studiert 
(Cudd and Nicolau 1986). Es wird spekuliert, dass die neurotoxischen Effekte von 
Cuprizone durch eine Störung der Zellatmung, der Schlüsselfunktion von 
Mitochondrien, verursacht sind. Es wird angenommen, dass das Cuprizone-
induzierte Kupfer-Defizit die mitochondriale Funktion im Gehirn beeinträchtigt und 
das die Störung des Energiemetabolismus der Oligodendrozyten letztlich zur 
Demyelinisierung führt (Matsushima and Morell 2001, Kipp, Clarner et al. 2009). 
Warum ausgerechnet Oligodendrozyten bevorzugt anfällig für ein Kupfer-Defizit sind, 
ist nicht genau bekannt. 
 
1.2 IMMUNSYSTEM 
Das Immunsystem dient dem Schutz des Organismus vor Infektionen durch exogene 
Pathogene, wie Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten, sowie endogen durch maligne 
entartete Zellen. Die wesentliche Voraussetzung für einen effektiven Schutz des 
Organismus ist die Fähigkeit, körperfremde, maligne entartete oder infektiöse 
körpereigene Strukturen zu erkennen und diese gezielt zu eliminieren. Dabei muss 
gewährleistet sein, dass gesundes körpereigenes Gewebe von der immunologischen 
Abwehrreaktion verschont bleibt. Neben der Einteilung in zelluläre und lösliche 
Faktoren lässt sich das Immunsystem bei höheren Vertebraten funktionell in die 
angeborene Immunität und der erworbenen bzw. adaptiven Immunität unterteilen 
(Janeway and Medzhitov 2002). Das Immunsystem hat sich im Laufe der Evolution 
zu einem komplexen Arrangement von Abwehrmechanismen entwickelt, welches 
sich aus verschiedenen Komponenten zusammensetzt. 
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1.2.1 Die angeborene Immunantwort 
Die phylogenetisch ältere angeborene Immunantwort ist bei fast allen vielzelligen 
Organismen zu finden und bildet die erste Verteidigungslinie des Organismus 
(Hoffmann, Kafatos et al. 1999). Durchbrechen pathogene Strukturen die 
Epithelbarriere von Haut und Schleimhäuten, werden diese als erstes von 
Phagozyten erkannt. Daraufhin tritt unmittelbar die angeborene Immunreaktion ein. 
Mit Hilfe von Zellen der myleoiden Reihe (Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, 
Dendritischen Zellen, aber auch Natürlichen Killerzellen als Vertreter der 
Lymphozyten), antimikrobiellen Peptiden und des Komplementsystems werden die 
eindringenden Mikroorganismen bekämpft (Rus, Cudrici et al. 2005).  
All diesen Komponenten ist gemeinsam, dass sie beim Auftreten einer Infektion 
sofort aktiv werden und so eine schnelle Immunreaktion initiieren können. Reicht 
diese Immunreaktion nicht aus, um die Ausbreitung der Infektion zu verhindern, wird 
mit einer zeitlichen Verzögerung von vier bis sieben Tagen die adaptive 
Immunantwort, durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen 
und durch Antigenpräsentation auf Haupthistokompabilitätkomplexen („major 
histocompability complex II“, MHC II), aktiviert (Janeway and Medzhitov 2002). 
Die frühe, unmittelbare Pathogenerkennung beruht hauptsächlich auf invarianten, 
pathogenspezifischen Rezeptorsystemen, welche eine spezifische Erkennung 
molekularer Struktureigenheiten von Krankheitserregern ermöglichen (Janeway and 
Medzhitov 2002). Dies ist ein wichtiger Mechanismus der angeborenen Immunität um 
bestimmte, in der Evolution hoch konservierte Strukturen zu erkennen. Diese 
Strukturen werden Pathogen-assoziierte molekulare Muster („pathogen-associated 
molecular patterns“, PAMPs) genannt und sind z.B. Lipopolysaccharide (LPS), 
Lipoteichonsäuren (LTA), Peptidoglykane (PG), Mannane, doppelsträngige RNA und 
bakterielle DNA (Aderem and Ulevitch 2000, Janeway and Medzhitov 2002). PAMPs 
kommen nur in Mikroorganismen vor, jedoch nicht in höheren Zellen, was eine 
versehentliche Zerstörung körpereigener Zellen verhindert (Davis and Bjorkman 
1988, Litman, Anderson et al. 1999). Diese Strukturen werden von sogenannten 
mustererkennenden Rezeptoren („pattern-recognition receptors“, PRRs) erkannt, 
welche auf verschiedenen Antigen-präsentierenden Zellen (APC), wie Makrophagen, 
dendritischen Zellen und B-Lymphozyten, exprimiert sind (Hoffmann, Kafatos et al. 
1999, Janeway and Medzhitov 2002). Die Rezeptoren dieser Effektorzellen besitzen 
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eine einheitliche Spezifität. Pathogene Strukturen können damit simultan von einer 
großen Anzahl dieser Zellen erkannt werden, und die von ihnen hervorgerufene 
Antwort erfolgt ohne vorherige Proliferation und Differenzierung unmittelbar (Janeway 
and Medzhitov 2002). Sie vermitteln u.a. die Aktivierung des Komplementsystems, 
die Opsonierung bakterieller Zellwände, die Induktion von Phagozytose und 
Apoptose, die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen sowie die Aktivierung von 
Zellen des angeborenen Immunsystems (Fearon and Locksley 1996, Banchereau 
and Steinman 1998, Medzhitov and Janeway 2000, Guermonprez, Valladeau et al. 
2002). 
  
1.2.2 Die adaptive Immunantwort 
Aufgrund dessen, dass die Gruppe der mikrobiellen Pathogene eine große 
Heterogenität und Mutationsrate aufweist, bedarf es zusätzlich oftmals einer 
spezifischeren Immunantwort. Das adaptive Immunsystem ist eine evolutionäre 
Errungenschaft der Vertebraten. Haupteffektoren der adaptiven Immunantwort sind 
die B- und T-Lymphozyten. Anstelle mehrerer verschiedener Rezeptoren, von denen 
jeder ein konserviertes Oberflächenmolekül eines Krankheitserregers erkennt, trägt 
jede B- oder T-Zelle nur Antigen-Rezeptoren einer einzigen Spezifität (Litman, 
Anderson et al. 1999). Die hohe Diversität beruht im Wesentlichen auf der zufälligen 
Zusammenstellung der für die Antigen-Rezeptoren kodierenden Gene aus variablen 
Einzelsegmenten durch „ungenaue somatische Rekombination“ in lymphozytären 
Vorläuferzellen (Thompson 1995). Die auf diese Weise erreichte klonale Diversität 
wird auf 1016 bis 1020 geschätzt (Davis and Bjorkman 1988, Carding and Egan 2002). 
Dieser genetische Mechanismus läuft während der Entwicklung der B- und T-
Lymphozyten im Knochenmark und Thymus ab. 
Die Reifung der T-Zellen ist einer Kombination aus positiven und negativen 
Selektionsprozessen unterworfen. Durch die positive Auslese wird eine minimale 
Affinität des T-Zell-Rezeptors reifer T-Zellen zu den MHC-Allelen des Organismus 
garantiert. Im Gegensatz zur positiven Selektion, welche vorzugsweise an 
Epithelzellen des Thymus stattfindet, vollzieht sich die negative Selektion an der 
Oberfläche von anderen Zellen, wie z.B. Makrophagen oder dendritischen Zellen. 
Dabei werden solche T-Zellen, die stark an Eigen-MHC-Moleküle mit 
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präsentierenden Eigenpeptiden binden, eliminiert. Nur T-Zellen, die die 
Ausleseschritte erfolgreich durchlaufen haben, werden in die Peripherie entlassen 
(Nossal 1994, Nemazee 2000, Starr, Jameson et al. 2003). Erst in der 
Körperperipherie reifen die „naiven“ Lymphozyten durch spezifische Signale zu 
Effektorzellen heran (Bretscher and Cohn 1970, Lenschow, Walunas et al. 1996). 
B-Zellen nehmen Antigene über ihre membranständigen B-Zell-Rezeptoren auf und 
präsentieren diese auf MHC-Klasse-II Moleküle auf ihrer Oberfläche (Parker 1993). 
B-Zellen differenzieren nach Aktivierung durch T-Helferzellen zu Plasmazellen und 
sind dazu in der Lage Antikörper zu produzieren. Die Antikörper binden an das 
Pathogen bzw. Antigen und können es damit neutralisieren oder opsonieren, um 
damit dessen Phagozytose zu verstärken, sowie die Komplementkaskade zu 
induzieren (Janeway and Medzhitov 2002). Eine weitere wichtige Eigenschaft der 
beteiligten B- und T-Zellen ist die Fähigkeit nach dem ersten Kontakt mit einem 
spezifischen Antigen sogenannte Gedächtniszellen auszubilden, die bei einem 
wiederholten Kontakt eine schnellere und wirksamere Reaktion auf die erneute 
Infektion gewährleisten (Zinkernagel 2000). 
Zur adaptiven Immunantwort gehören weiterhin T-Zellen. Diese lassen sich 
funktionell und auf Grund der Expression von Corezeptoren in zwei Typen von 
Effektorzellen unterscheiden: CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen. 
CD4+ T-Helferzellen können ihre Antigene auf MHC (Major-Histocompatibility-
Complex)-Klasse-II Molekülen erkennen. Des Weiteren sind sie dazu in der Lage 
Makrophagen und B-Zellen zu aktivieren (Abbas, Murphy et al. 1996). Die CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen registrieren auf MHC-Klasse-I präsentierte Antigene und 
können die so erkannten Zellen direkt abtöten, indem sie z.B. Perforine und 
Granenzyme ausschütten (Whitton and Zhang 1995). Innerhalb der CD4+- und CD8+-
Subpopulationen können noch weitere Unterscheidungen, je nach Zytokinproduktion, 
getroffen werden. 
Autoimmunerkrankungen und Allergien können zum Teil durch Störungen dieser 
Mechanismen erklärt werden (Janeway and Medzhitov 2002). Bestimmte 
Mechanismen der angeborenen Immunität sind zur Induktion der erworbenen 
Immunantwort zwingend erforderlich. Die Antigenpräsentation auf MHC-II-Molekülen 
und die gleichzeitige Expression costimulierender Proteine auf 
antigenpräsentierenden Zellen bewirken die klonale Proliferation der zu diesem 
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Antigen passenden naiven CD4+-T-Lymphozyten, die für die Aktivierung von B-
Lymphozyten, CD8+-T-Zellen und weiterer Makrophagen benötigt werden (Janeway 
and Medzhitov 2002). 
 
1.2.3 Mononukleäre Phagozyten 
 
1.2.3.1 Makrophagen 
Makrophagen, auch „Fresszellen“ genannt, sind Leukozyten und gehören zu den 
Zellen des Immunsystems. Sie sind 5-10 µm große Zellen und machen 5-8% der 
Leukozyten aus. Alle Leukozyten-Zellpopulationen entstammen aus pluripotenten 
hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark (van Furth, Cohn et al. 1972). Über 
myeloide Vorläuferzellen entstehen Monozyten, Granulozyten, Mastzellen und 
dendritische Zellen. Diese Reifung der Blutzellen zu spezialisierten Zellen wird 
Hämatopoese genannt (Abb. 4).  
Die Makrophagenvorläufer wandern als Monozyten 
aus dem Knochenmark ins Blut, wo sie von wenigen 
Stunden bis zu drei Tage zirkulieren. Im Rahmen 
einer entzündlichen Reaktion werden u.a. 
chemotaktische Moleküle gebildet, welche die 
Einwanderung von Monozyten aus dem 
Gefäßsystem in das betroffene Gewebe induzieren 
(Gordon and Taylor 2005). Im jeweiligen Gewebe 
differenzieren sie zu reifen, ortsständigen, 
gewebespezifischen Makrophagen aus und überleben 
dort einige Wochen bis Jahre.  
Gewebeabhängig besitzen sie jeweils charakteristische morphologische und 
funktionelle Eigenschaften. Einige Beispiele für gewebespezifische Makrophagen 
sind z.B. Alveolar-Makrophagen in der Lunge, Kupffer-Sternzellen in der Leber und 
Mikroglia im Gehirn. 
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1.2.3.2 Allgemeine Funktionen 
Zu den Aufgaben der Makrophagen gehört z.B. die Abwehr eingedrungener 
Mikroorganismen, der Abbau von geschädigten oder gealterten Zellen, die Kontrolle 
von Zellwachstum und Differenzierung, die Regulation der Gewebeumformung, 
sowie eine tumorhemmende Wirkung. Darüber hinaus sind Makrophagen 
sekretorisch hoch aktive Zellen und sezernieren eine enorme Vielfalt biologisch 
aktiver Substanzen, die meist als Antwort auf spezifische Stimuli freigesetzt werden. 
Mit Hilfe dieser Moleküle besitzen Makrophagen die Fähigkeit, immunologische 
Prozesse nachhaltig zu beeinflussen. Insbesondere die Regulation der 
Immunantwort im Rahmen einer akuten Entzündung mit der Sekretion pro- und 
antiinflammatorischer Botenstoffe und die Beeinflussung der lymphozytären Antwort 
auf die Inflammation ist Bestandteil der Funktion von Makrophagen. Als APC sind sie 
ein Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort (Janeway 
and Medzhitov 2002). Des Weiteren nehmen Makrophagen eine wichtige Rolle bei 
der sich anschließenden Wundheilung ein (Diegelmann, Cohen et al. 1981). 
Der Aufnahme von Mikroorganismen und Fremdstoffen, aber auch körpereigenen 
Stoffen, durch Phagozytose und deren lysosomalen Abbau kommt dabei eine 
Hauptaufgabe zu. Makrophagen enthalten einige hunderte Lysosomen (Palecanda, 
Paulauskis et al. 1999). Dies sind spezielle Vesikel, die spaltende Enzyme, wie z.B. 
Proteasen, Hydrolasen und Nukleasen enthalten und für den Abbau von in den 
Makrophagen aufgenommenen Partikeln essentiell sind (Hensler, Heidecke et al. 
1998). Innerhalb eines Lysosoms herrscht ein pH-Wert von 4,5-5,0, welcher im 
Vergleich zum umgebenen Cytosol sauer ist. Die lysosomalen Enzyme besitzen in 
diesem sauren Milieu ihr pH-Optimum und sind bei neutralem pH-Wert kaum aktiv, 
was die Zelle vor der Selbstverdauung schützt (Palecanda, Paulauskis et al. 1999). 
Des Weiteren werden die in den Lysosomen zerlegten Antigene an der Oberfläche 
der Zellen präsentiert und nehmen so Einfluss auf andere Zellen des Immunsystems. 
Die Präsentation der Antigene auf der Oberfläche kann zum einen durch nicht-
spezifische Bindungen, wie van-der-Waals-Kräfte und zum anderen über spezifische 
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen erfolgen (Nossal 1994). Dabei ist die 
Phagozytose bei der rezeptorvermittelten Bindung effektiver als bei der 
unspezifischen Bindung. Die Erkennung der mikrobiellen Erreger erfolgt dabei über 
die PAMPs. 
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Neben der Abwehr, d.h. der Aufnahme und dem Abbau von Fremdstoffen durch 
Phagozytose, sekretieren Makrophagen lösliche Faktoren in ihre Umwelt. Dazu 
gehören z.B. Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid, die zur direkten Abwehr von 
Mikroorganismen oder zur Stimulierung anderer Zellen des Immunsystems benötigt 
werden (May and Ghosh 1998). Monozyten können in zwei verschiedene 
Makrophagenpopulationen differenzieren. In die klassisch aktivierten M1-
Makrophagen und die nicht-klassisch aktivierten M2-Makrophagen. Im Falle der 
klassischen Aktivierung führt ein mikrobieller Reiz wie z.B. Lipopolysaccharid (LPS) 
zur rezeptorvermittelten Phagozytose. Ebenfalls werden abgestorbene (apoptotische) 
körpereigene Zellen rezeptorvermittelt phagozytiert, da von diesen Zellen Strukturen 
präsentiert werden, die den Oberflächenstrukturen von Mikroorganismen ähneln 
(Gregory and Devitt 2004). Diese Rezeptoren kommen nicht ausschließlich in der 
Zellmembran oder intrazellulären Kompartimenten vor, sondern können auch als 
sekretorische Proteine vorliegen und über Exozytose in den extrazellulären Raum 
abgegeben werden. Dies führt zur Vermittlung der Phagozytose, zur Einleitung der 
Apoptose, der Opsonisierung (Markierung von Partikeln) und der Aktivierung des 
Komplementsystems. 
Weitere lösliche Faktoren, die von aktivierten Makrophagen sekretiert werden, sind 
sogenannte Zytokine. Dabei handelt es sich um Polypeptide, die in der Lage sind 
Zielzellen, z.B. Immunzellen wie T-Lymphozyten zu aktivieren oder zu inhibieren. 
Weitere Eigenschaften von Zytokinen sind die Regulierung von Wachstum und 
Differenzierung der Zielzellen. Dabei unterscheidet man fünf Hauptklassen von 
Zytokinen: Interleukine, Interferone, Kolonie-stimulierende Faktoren, Lymphokine und 
diverse Wachstumsfaktoren. 
Makrophagen nehmen eine Schlüsselrolle bei (immun-) pathologischen Prozessen 
ein (Mangan, Mergenhagen et al. 1993). Neben malignen Erkrankungen zählen 
Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis (Perlman, Pagliari et al. 
2001), Morbus Crohn (Kucharzik, Lugering et al. 1996) oder die Multiple Sklerose 
dazu. 
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1.2.3.3 M1- und M2-Makrophagen 
Monozyten können im Rahmen einer Entzündung in M1- oder M2-Makrophagen 
differenzieren. Dabei stellen die M1-Makrophagen die klassisch aktivierte Form dar, 
während M2-Makrophagen als die nicht-klassisch aktivierte Form bezeichnet werden 
(Stout and Suttles 2004, Mantovani, Sica et al. 2007). Die klassische Aktivierung der 
Makrophagen wird typischerweise durch IFN-γ, TNF-α oder LPS induziert (Dalton, 
Pitts-Meek et al. 1993, Mosser 2003). M1-Makrophagen sind durch die Freisetzung 
pro-inflammatorischer Mediatoren wie z.B. IL-6, IL-1, IL-12, TNF-α, CCL2 oder 
CXCL10 gekennzeichnet. Des Weiteren führt der Arginin-Metabolismus dieser 
klassisch aktivierten Zellen zur Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und ROS, die 
der direkten Abtötung von Pathogenen dienen (Mantovani, Sica et al. 2004). 
Die alternative bzw. nicht-
klassische Makrophagen-
Aktivierung wird z.B. durch IL-10, 
IL-4 oder PGE2 eingeleitet. Dabei 
weisen M2-Makrophagen, im 
Gegensatz zu M1-Makrophagen, 
antiinflammatorische und 
regenerative Eigenschaften auf 
(Abb. 5). 
 
 
 
1.2.3.4 Mikroglia 
Mikroglia werden als die ortständigen bzw. residenten Makrophagen des Gehirns 
bezeichnet und gehören zu der Gruppe der Gewebsmakrophagen. Sie sind ebenfalls 
mesodermalen Ursprungs und entstammen aus dem Knochenmark. Ihre Funktion 
entspricht im Allgemeinen der der Makrophagen. Durch ihre enge Interaktion mit der 
Umgebung sind sie in der Lage sofort auf pathologische Veränderungen oder andere 
Signale zu reagieren. Im aktiven Zustand sind sie in der Lage zu proliferieren, 
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migrieren und phagozytieren und werden danach zu Antigen-präsentierenden Zellen 
(Skripuletz, Lindner et al. 2008). Li et al. beschreibt eine Umdifferenzierung der 
Mikroglia zu Makrophagen nach inflammatorischer Aktivierung (Li, Cuzner et al. 
1996). 
 
1.2.3.5 Phagozytose 
Als Phagozytose bezeichnet man die Aufnahme fester Partikel in die Zelle. 
Abgrenzend dazu wird die Aufnahme von flüssigem Material als Pinozytose 
bezeichnet. Zellen, die zu dieser Eigenschaft fähig sind, werden als Phagozyten 
bezeichnet. Im Immunsystem höherer Organismen sind, neben den Makrophagen, 
neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen die wichtigsten Vertreter der 
Phagozyten.  
Sie erkennen über ihre Rezeptoren in der Zellmembran pathogene Erreger und 
Mikroorganismen anhand ihrer speziellen Oberflächenstruktur (PAMPs) und binden 
diese. Die Zellmembran des Phagozyten beginnt sich um die Partikel auszustülpen. 
Das entstehende Vesikel wird als Phagosom bezeichnet. Es wandert durch das 
Zytoplasma und verschmilzt dort mit den primären Lysosomen zu Phagolysosomen 
bzw. sekundären Lysosomen (Abb. 6) (Baum and Staines 1997). Die erste 
Ansäuerung beginnt schon in den Phagosomen. Hier werden reaktive, oxidative 
Radikale ins Phagosomenlumen entlassen. Anschließend verschmelzen sie dann mit 
den Lysosomen, woraus Phagolysosomen resultieren (Haas et al. 2002). Die 
Phagolysosomen produzieren den größten Teil der reaktiven Sauerstoffspezies um 
die aufgenommenen Partikel schlussendlich abzubauen.  
In diesem Vorgang der Phagozytose spielt die NADPH-abhängige Oxidase eine 
Schlüsselrolle. Dieses membranständige Enzym wird aktiviert und oxidiert NADPH zu 
NADP+ + H+. Gleichzeitig wird an der Membranoberfläche O2 zu O2- reduziert (Abb. 
7). Durch diesen Vorgang werden immer mehr Hyperoxidanionen (O2-) produziert, 
welche selbst ein Ausgangsprodukt weiterer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
darstellen. Diese Anhäufung von Sauerstoffradikalen bewirkt einen „oxidativen burst“ 
(engl. burst = Ausbruch/Explosion), mit dessen Hilfe die Phagozyten, zusätzlich zur 
enzymatischen Verdauung, die aufgenommenen Partikel abbauen. Die ROS werden 
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von Phagozyten auch in den extrazellulären Raum ausgeschüttet und besitzen dort 
ebenfalls eine mikrobiozide Wirkung. Diese Reaktion verläuft unspezifisch und kann 
negative Effekte auf das umliegende Gewebe besitzen (Janeway and Medzhitov 
2002). 
Analog zur Phagozytose, werden durch Endozytose aufgenommene Partikel in 
Endosomen verpackt, zum Lysosom befördert und dort abgebaut. Ebenfalls werden 
intrazelluläre Stoffe, die veraltet sind oder nicht mehr benötigt werden, während der 
Autophagie zum Lysosom transportiert und zerlegt. 
 
 
 
 
 
1.3 OXIDATIVER STRESS 
Als oxidativen Stress bezeichnet man eine Stoffwechselsituation, bei der eine das 
physiologische Ausmaß überschreitende Menge reaktiver ROS vorhanden ist. Unter 
normalen physiologischen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht zwischen der 
Bildung von ROS und dem Abbau durch antioxidative Abwehrsysteme. Dabei sind 
insbesondere das Superoxid-Anion-Radikal (O2.-), Wasserstoffperoxid (H2O2), sowie 
das Hydroxyl-Radikal (.OH), welche instabil und hochreaktiv sind, biologisch relevant. 
Das Superoxid-Anion-Radikal beispielsweise ist sehr reaktiv, weshalb es leicht durch 
die Aufnahme von Wasserstoff zu dem stabileren H2O2 reagiert. H2O2 besitzt 
oxidierende Eigenschaften und reagiert mit Metallionen zu Hydroxylradikalen. Die 
ebenfalls sehr reaktiven Hydroxylradikale können in einem finalen Schritt durch die 
Aufnahme eines Elektrons und Abgabe eines Protons zu Wasser reduziert werden. 
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Diese Verbindungen sind elementare Teilnehmer an physiologischen, zellulären 
Oxidations- und Reduktionsreaktionen, wie sie beispielsweise innerhalb der 
mitochondrialen Atmungskette und der Immunabwehr (Stichwort: Respiratory Burst) 
auftreten. Bei der unspezifischen Immunantwort werden ROS von Phagozyten, wie 
den Makrophagen, gebildet (Forman and Torres 2001). Die durch die NADPH-
abhängige Oxidase während des Respiratory Burst produzierten ROS, sind essentiell 
für die bakterizide Funktion der Phagozytose. Des Weiteren besitzen sie in 
physiologischen Konzentrationen eine Funktion als Mediatoren in diversen 
Signaltransduktionswegen oder als Modulatoren der Genexpression (Forman and 
Torres 2001, Lupertz, Chovolou et al. 2008).  
Daneben können ROS auch toxische Eigenschaften auf den Organismus besitzen. 
Die schädliche Wirkung besitzen ROS nur, wenn das physiologische Gleichgewicht 
zwischen der Generierung von ROS und dessen Abbau zugunsten der reaktiven 
Verbindungen verschoben wird und damit zellulärer oxidativer Stress auftritt (Sies 
1997). Es gibt aber nicht nur endogene Quellen für ROS, sondern auch exogene, wie 
Strahlung, Chemikalien oder Hitze. 
 
1.3.1 Oxidative Schädigung biologischer Systeme 
ROS können biologische Systeme auf unterschiedliche Art schädigen. Es können 
durch unspezifische Reaktionen biochemische Verbindungen wie Lipide, Proteine 
und Nukleinsäuren geschädigt oder zerstört werden (Opara 2006). Dabei entziehen 
Sauerstoffradikale den zelleigenen Molekülen ein Elektron, um das mit einem 
Elektron besetzte Orbital aufzufüllen und transferieren so den Radikalcharakter auf 
die Reaktionsprodukte. Dies kann bei Reaktionen mit Nukleinsäuren der DNA zu 
Einzelstrangbrüchen oder Modifikationen der DNA-Basen und damit zu Mutationen 
im Genom oder auch Chromosomenaberrationen führen (Halliwell and Dizdaroglu 
1992, Burkhardt, Reiter et al. 2001). Die zelluläre Schädigung von Lipiden durch 
ROS erfolgt primär über die Peroxidation von Phospholipiden in Membranen. Die 
dabei entstehenden Peroxylradikale unterhalten dabei die Lipidperoxidation in einer 
Kettenreaktion, was zu einer Beeinträchtigung der Membranstabilität und -
permeabilität führt (Karp and Smith 2006). Bei der Interaktion von ROS mit Proteinen 
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kann das aktive Zentrum von Enzymen verändert oder zerstört werden, was zum 
Funktionsverlust des Proteins führen kann. 
Darüber hinaus kann auch die unkontrollierte Aktivierung von Signalkaskaden 
schädliche Effekte, wie eine chronische Inflammation oder Krebs, hervorrufen. 
Verantwortlich für diese pathologischen Bedingungen sind oftmals redoxsensitive 
Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kB (NfkB) und activator protein-1 (AP-1), da 
sie die Ausschüttung von Entzündungsmediatoren initiieren (Surh, Kundu et al. 2005, 
Lee and Wong 2009). 
Zum Schutz vor den Auswirkungen oxidativer Schäden besitzen Zellen enzymatische 
und nicht-enzymatische Schutzmechanismen. 
 
1.3.2 Antioxidative Schutzmechanismen 
Um den Redoxstatus der Zelle im Gleichgewicht zu halten, bedient sich die Zelle 
zwei unterschiedlicher Arten von Schutzsystemen. Zum einen von nicht-
enzymatischen Antioxdantien und durch die Induktion von Enzymen (z.B. Phase II-
Enzyme, wie Glutathion-S-Transferasen, Sulfotransferasen oder Acetyltransferasen), 
die die Konjugation von reaktiven hydrophilen Verbindungen begünstigen und damit 
detoxizifieren. Wichtige antioxidative Enzyme sind u.a. Superoxiddismutasen, welche 
die Umwandlung von Superoxidanionradikalen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff 
katalysieren, Katalase, die Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff umwandelt 
oder die Glutathionperoxidase, die Peroxide (ROOH), unter Beteiligung von 
Glutathion als Kofaktor, reduziert. Weitere wichtige Enzyme, die imstande sind 
reaktive Verbindungen zu neutralisieren sind z.B. Hämoxygenase-1 (HO-1) oder 
NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1). 
Zu den nicht-enzymatischen antioxidativen Verbindungen zählen z.B. Thioredoxin 
und Glutathion, sowie mit der Nahrung aufgenommener Antioxidantien, wie Vitamin 
C und Vitamin E (Valko, Leibfritz et al. 2007). 
Als Hauptmechanismus der Zelle, im Schutz vor oxidativen Stress, wird die 
transkriptionelle Aktivierung von antioxidative response element (ARE)-abhängigen 
Genen angesehen (Favreau and Pickett 1995, Nguyen, Huang et al. 2000). Eine 
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Vielzahl von Studien konnten zeigen, dass der redoxsensitive Transkriptionsfaktor 
Nrf2 für die ARE-abhängige Aktivierung verantwortlich ist. Nrf2 wird in fast allen 
Zellen und Geweben exprimiert und gehört zu der Familie der cap'n'collar basic-
leucine zipper Transkriptionsfaktoren (Gupta, Amin et al. 1997, Klaunig and 
Kamendulis 2004). Experimente mit gentechnisch veränderten Nrf2-knockout-
Mäusen konnten zeigen, dass zahlreiche Gene über Nrf2 reguliert werden. Dazu 
zählen vor allem jene, die für die Abwehr von ROS verantwortlich sind. 
 
1.4 DAS NRF2-ARE SYSTEM 
 
1.4.1 Nuclear factor erythroid related factor 2 (Nrf2) 
Nrf2 gilt als der Schlüsselregulator der antioxidativen Antwort der Zelle in Reaktion 
auf oxidativen Stress. Nrf2 ist ein redoxsensitiver Transkriptionsfaktor und zählt zu 
der Gruppe der cap'n'collar basic-leucine zipper (CNC-bZIP) Transkriptionsfaktoren. 
Wie schon erwähnt ist Nrf2 ubiquitär exprimiert. Die höchsten Konzentrationen findet 
man (in absteigender Reihenfolge) in den Nieren, Muskeln, Lungen, Herz, Leber und 
Gehirn. Strukturell ist Nrf2 aus sechs hoch konservierten Domänen aufgebaut, den 
Nrf2-ECH (Neh)-Domänen. Die Neh1-Domäne ist eine CNC-bZIP-Domäne und 
erlaubt die Heterodimerisierung von Nrf2 mit sogenannten small Maf-Proteinen. Die 
Neh2-Domäne ist für die Bindung von Nrf2 an seinen zytosolischen Inhibitor ECH-
kelch-like-activator-protein 1 (Keap1) zuständig. Die Neh-Domäne 3, 4 und 5 
fungieren als Transaktivator-Domänen, die mit Komponenten des 
Transkriptionsapparates interagieren. Die Neh6-Domäne ist in der Vermittlung der 
proteasomalen Degradation von Nrf2 involviert (McMahon, Thomas et al. 2004, 
Motohashi and Yamamoto 2004, Nioi, Nguyen et al. 2005). Weiterhin wurden noch 
die Isoformen Nrf1 und Nrf3 entdeckt. Nrf1 wird während der Embryonalentwicklung 
hoch exprimiert und übernimmt dort die Funktion von Nrf2, welches erst nach der 
Embryonalentwicklung aktiv wird (Chen, Kwong et al. 2003). Nrf3 besitzt im 
Gegensatz zu Nrf2 eine reprimierende Wirkung auf die Expression von Nrf2-
Zielgenen (Sankaranarayanan and Jaiswal 2004). 
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1.4.2 ECH-kelch-like-activator-protein 1 (Keap1) 
Unter basalen, ungestressten Bedingungen liegt Nrf2 an seinen Inhibitor Keap1 im 
Zytosol vor. Dabei ist Keap1 für die kontinuierliche Sequestrierung und 
Ubiquitinierung von Nrf2 verantwortlich, um die anschließende proteasomale 
Degradation von Nrf2 zu gewährleisten (Buckley, Marshall et al. 2003, Giudice and 
Montella 2006, Kobayashi, Kang et al. 2006). Keap1 liegt dabei als Dimer im Zytosol 
an das Aktin-Zytoskelett gebunden vor (McMahon, Thomas et al. 2006). Strukturell 
ist das Keap1-Protein aus vier Dömanen aufgebaut. Die N-terminale broadcomplex-
Tramtrack-Bric a Bric (BTB)-Domäne ermöglicht die Bindung an einen für die 
Ubiquitinierung nötigen Cullin-Ligase-Komplex (Cul3) und beinhaltet einen stress-
empfindlichen Cystein-Rest (Cys151). Des Weitern triggert die BTB-Domäne die 
Verankerung am Aktin-Zytoskelett. Die sogenannte intervening Domäne (IVR) enthält 
ebenfalls solche stress-empfindlichen Cystein-Reste (Cys273 und Cys288). Die 
double glycine reapeat (DGR)- und C-terminale-Domäne sind in der Interaktion mit 
Nrf2 involviert, in dem eine sogenannte β-propeller-Struktur gebildet wird. 
 
1.4.3 Antioxidant responsive element (ARE) 
Das ARE stellt ein wichtiges Regulationselement dar, welches die zelluläre Antwort 
auf Veränderungen des Redox-Status steuert. Beim ARE handelt es sich um eine 
spezifische DNA-Promotor Bindungsstelle. Die Konsensus-Sequenz ist in der 
5'untranslated region (UTR) einer Vielzahl von antioxidativer Enzyme-kodierenden 
Genen lokalisiert (Rushmore et al., 1991). Das Cis-Element in der Promotorregion 
dieser Gene besitzt die Konsensus-Sequenz 5'-(G/A)TGA(G/C)NNNGC(G/A)-3',und 
zwar in mehreren Repeats. Durch die Bindung eines Dimers aus Nrf2 und weiterer 
regulatorischer Proteine, wie die small Maf-Proteine, entsteht ein Transkriptom, 
welches die Expression dieser Enzyme induziert (Favreau and Pickett 1993). Die 
transkriptionelle Aktivierung des ARE-Elements kann durch verschiedene chemische 
Verbindungen induziert werden. Zu diesen Verbindungen zählen Elektrophile, 
Isothiocyanate, Peroxide, Chinone, Schwermetalle, Mercaptane und Diphenole 
(Prestera, Zhang et al. 1993). Struktur- und Aktivitätsuntersuchungen an Nrf2-
Zielgenen zeigten, dass für die Signaltransduktion und transkriptionelle Regulation 
des ARE-Elements hauptsächlich Nrf2 und sein Inhibitor Keap1, welches 
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endständige Cystein-Gruppen (Sulfhydryl-Gruppen) besitzt, verantwortlich sind. Es 
konnte festgestellt werden, dass viele der ARE-Induktoren sich durch eine hohe 
Reaktivität mit Sulfhydryl-Gruppen auszeichnen. Die Oxidation oder Alkylierung der 
endständigen Cystein-Reste von Keap1 führt zur Liberation von Nrf2, welche im 
Zellkern zur Aktivierung des ARE-Elements führt (Itoh, Wakabayashi et al. 1999). 
 
1.4.4 Proteasomale Degradation 
Nrf2 weist unter basalen, ungestressten (homeostatischen) Bedingungen, eine relativ 
hohe Instabilität und eine endogene Umsatzrate, mit einer Halbwertszeit (t 1/2) von 
20 min. Es findet eine kontinuierliche Ubiquitinierung durch die Cullin3-abhängige 
E3-Ligase statt, was folglich zur proteasomalen Degradation von Nrf2 führt (Stewart, 
Killeen et al. 2003). Dies führt dazu, dass im ungestressten Zustand in der Zelle ein 
konstant niedriger Nrf2-Proteinlevel aufrecht erhalten wird. 
 
1.4.5 Nrf2/Keap1-Wechselwirkung 
Im Normalzustand, also unter ungestressten Bedingungen, ist ein Nrf2-Molekül über 
zwei distinkte Keap1-Bindestellen, dem DLG- und ETGE-Motiv, in der Neh2-Domäne 
an Keap1 gebunden. Die Motive binden an die double glycine reapeat (DGR)-
Domäne des Keap1-Proteins (McMahon, Thomas et al. 2006). Dabei besitzt die 
Bindung des ETGE-Motivs eine höhere Affinität als die des DLG-Motivs. In Folge der 
korrekten Nrf2-Bindung an Keap1 werden bestimmte Lysinreste in der Neh2-Domäne 
von Nrf2 durch Keap1 ubiquitiniert. Die Polyubiquitinierung ist die Voraussetzung für 
die nachfolgende Degradation durch das 26S-Proteasoms.  
Die Dissoziation des Nrf2-Keap1-Komplexes kann entweder durch eine direkte 
Oxidation oder durch eine kovalente Modifikation der Cystein-Reste von Keap1 durch 
elektrophile Verbindungen erfolgen. Des Weiteren führt auch eine Phosphorylierung 
von Nrf2 durch Kinasen zur Freisetzung von Nrf2 aus dem Nrf2-Keap1-Komplex. 
Eine Verschiebung des zellulären Redox-Gleichgewichts in Richtung eines 
prooxidativen Status resultiert in der direkten Oxidation der freien Thiol-Gruppen an 
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den Cystein-Seitenketten von Keap1 und der anschließenden Dissoziation des Nrf2-
Keap1-Komplexes. 
 
1.4.6 Regulation von Nrf2 
Bisher wurde die Induktion des Nrf2/ARE-Signalwegs entweder durch direkte 
Oxidation oder der kovalenten Modifikation der Thiol-Gruppen von Keap1 dargestellt. 
Ein anderer posttranskriptioneller Mechanismus der Aktivierung ist die 
Phosphorylierung von Nrf2 durch verschiedene Kinasen. Zu diesen Kinasen zählen 
z.B. die Extracellular Signal-regulated Protein Kinase (ERK), die Proteinkinase C 
(PKC), die p38 Mitogen activated Protein Kinase (MAPK) und die Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase (PI3K). Die Dissoziation von Nrf2 von Keap1 wird hier durch die 
direkte Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Seitenketten von Nrf2 erreicht 
(Bloom and Jaiswal 2003, Cullinan, Zhang et al. 2003, Papaiahgari, Zhang et al. 
2006).  
Die Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalwegs erfolgt also durch die Störung des 
Nrf2/Keap1-Komplexes, der Stabilisierung von Nrf2 durch die verminderte 
proteasomale Degradation, ausgelöst durch Prooxidantien, elektrophilen 
Verbindungen oder Phosphorylierung. 
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1.5 POINT OF INTEREST 
Unsere Untersuchungen richten sich auf die Rolle von Nrf2 in der Interaktion von 
Mikroglia und Makrophagen im Rahmen der Myelin-Phagozytose und die daraus 
resultierenden Effekte. 
Unser Interesse richtet sich dabei konkret auf den Effekt der in vitro und in vivo 
Myelin-Phagozytose auf die Vitalität von Nrf2-deletierten Mikroglia und Makrophagen. 
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1.5.1 Hypothese 
In vorangegangenen Studien, innerhalb der Arbeitsgruppe, wurde der Einfluss der 
Deletion von Nrf2 in der Cuprizone-induzierten Multiplen Sklerose in Nrf2-Knockout- 
und Wildtyp-Mäusen untersucht. Dabei wurden in immunhistochemischen Färbungen 
untypische morphologische Muster des Myelin-Debris während der 
Demyelinisierungsphase in Nrf2-KO Tieren festgestellt. Es wurden vermehrt 
aktivierte Mikrogliazellen mit eingelagerter Myelin-Debris im Corpus callosum 
detektiert, welche dort zum erliegen gekommen schienen. Es hatte den Anschein, 
dass die Deletion von Nrf2 zu einer verschlechterten Phagozytose von Myelin-Debris 
führt, welche durch residente Mikroglia und Makrophagen in den akuten MS-
Läsionen nach der Demyelinisierung der Axone im Corpus callosum stattfinden 
sollte. Auf Grund dieser Beobachtung sollte die Rolle von Nrf2 in der 
Myelinphagozytose auf Zellkulturebene erörtert werden. Um die Phagozytose 
durchführen zu können, müssen Mikroglia/Makrophagen große Mengen an ROS 
produzieren. Man kann annehmen, dass diese ROS-Produktion zu Schädigungen an 
der Mikrogliazelle bzw. dem Makrophagen selbst führt, wenn die endogene Abwehr 
gegen oxidativen Stress durch das Nrf2/ARE-System gestört ist. Es wird daher 
vermutet, dass die residenten Mikroglia und eingewanderten Makrophagen ohne 
Nrf2 bei der Phagozytose des Myelins vorzeitig in Apoptose übergehen und somit 
weniger beseitigen können. Dieser Umstand würde zu einer schlechteren oder 
eingeschränkten Remyelinisierung der Axone während der Remyelinisierungsphase 
und damit zu einem verschlechterten Krankheitsbild führen.  
 
1.5.2 Zielsetzung 
1. Als Erstes soll in einem MS-assoziierten Mausmodell, der Cuprizone-
induzierten Demyelinisierung, die Auswirkung der Nrf2-Deletion gezeigt 
werden. 
2. Als Grundvoraussetzung für die weiteren in vitro Experimente soll gezeigt 
werden, dass die für diese Arbeit verwendete BV2-Mikrogliazelllinie befähigt 
ist isoliertes Myelin, ohne eine Opsonierung mit Komplementfaktoren, zu 
phagozytieren. 
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3. Besteht eine Nrf2-Aktivierung und wenn ja, welche Konsequenzen hat das 
Fehlen einer funktionsfähigen Nrf2-Expression bei der Myelinphagozytose? 
4. Ist Nrf2 ein potenzielles Target für spätere therapeutische Anwendungen in 
der Multiplen Sklerose-Behandlung? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 MATERIALIEN 
2.1.1 Geräte 
Geräte Firma/Sitz 
GloMax® 96 Microplate Luminometer Promega Corporation, Madison WI, USA 
Infinite® M200 Tecan Austria GmbH, Grödig, Österreich 
NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific, Wilmington, USA 
Rotilabo® Minizentrifuge Carl Roth, Carlsruhe 
StepOnePlus Real-Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt 
2720 Thermal Cycler Applied Biosystems Darmstadt 
Mikroskop DM IL Leica, Solms 
Agarose-Gelkammer Sub Cell® GT, BioRad München 
 
 
2.1.2 Kits 
Kits Firma/Sitz 
Nucleospin RNA II Macherey - Nagel, GmbH & Co KG Düren 
jetPRIMETM DNA- und siRNA- Transfektion Polyplus, peqlab, Erlangen 
Cell Titer Blue ® Promega Corporation, Madison WI, USA 
DAB- Kit Vectastain, Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, CA 
CytoTox-GloTM Promega Corporation, Madison WI, USA 
PKH67 Green Fluorescence Cell Linker Kit SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
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2.1.3 Stimulanzien 
Stimulantien Firma/Sitz 
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) PeproTech, Canada 
Sulforaphan SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
Lipopolysaccharid (LPS) SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
Myelin +/- LPS Department of Molecular Cell Biology and 
Immunology, VU University Medical Center, 
Amsterdam 
 
 
2.1.4 Medien und Medienzusätze 
Medien/Medienzusätze Firma/Sitz 
Dublecos Modified Eaggles Medium 
(DMEM) 
SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
Penicilin-Sreptomycin (PeSt) SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
Fötales Kälberserum (FCS) Gibco, Invitrogen, Auckland, NC 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) SIGMA-Aldrich Company, Aryshire, UK 
DNA-Ladder (Fermentas Generuler 100 kb) Thermo Scientific,Wilmington, USA 
Erythrozyten- Lysepuffer C.C.pro GmbH, Oberdorla 
G418 Carl Roth, Carlsruhe 
Puromycin Carl Roth, Carlsruhe 
 
 
2.1.5 Antikörper 
Antikörper Firma/Sitz 
Iba-1 Anti-Rabbit (Sekundär-Antikörper) Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,  
Osaka, Japan 
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PLP-Anti-Mouse (Sekundär-Antikörper) Sigma, St. Louis/Missouri, USA 
β-Aktin Anti-Mouse (Sekundär-Antikörper)  Santa Cruz, Heidelberg 
 
2.1.6 Primer 
Primer Spezies Artikelnummer bez. 
Sequenz 
Amplifikat-
länge 
Firma/Sitz 
Nrf2 Maus Mm00477786_m1 61 bp Applied Biosystems, Darmstadt 
Keap1 Maus Mm00497268_m1 71 bp Applied Biosystems, Darmstadt 
HO-1 Maus Mm00516007_m1 69 bp Applied Biosystems, Darmstadt 
NQO-1 Maus Mm00386121_m1 74 bp Applied Biosystems, Darmstadt 
HPRT Maus Mm01324427_m1 81 bp Applied Biosystems, Darmstadt 
 
 
2.1.7 Vektoren 
2.1.7.1 Vektoren für den Luziferase Assay 
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2.1.7.2 Vektoren für RNAi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
2.1.7.3 Vektoren für die Herstellung lentiviraler Partikel 
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2.2 METHODEN 
 
2.2.1 Kultivierung von Zellen 
Die adhärente, murine BV2-Mikrogliazelllinie wurde in DMEM-Medium kultiviert. Je 
nach fötalem Kälberserum (FKS)-Konzentration des Mediums haben die Zellen eine 
unterschiedliche Morphologie. Bei 10% FKS liegen sie aktiv vor und haben eine 
rundliche Gestalt. Die Inkubation der adhärent und als Monolayer wachsenden Zellen 
erfolgte bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit. Als Medium wurde 
Dulbeco's Modified Eagle's Medium (DMEM) mit 4500 mg/L Glucose, 10% fetales 
Kälberserum (FKS) und ein 1%iges Antibiotikagemisch aus Penicillin (100 U/ml) und 
Streptomycin (100 U/ml) (PeSt) verwendet. 
 
2.2.2 Mediumwechsel 
Die Arbeit mit Zelllinien erfordert sterile Bedingungen. Steriles Medium und phosphat-
gepufferte Salzlösung (PBS) wurden vor Zugabe zu den Zellen auf 37°C in einem 
Wasserbad erwärmt. Der im Medium enthaltende Indikatorfarbstoff Phenolrot wird 
durch Ausscheidungsprodukte der Zellen von rot nach gelb verfärbt. Spätestens 
dann muss ein Mediumwechsel durchgeführt werden, um die Zellen vor den 
toxischen Stoffwechselprodukten und toten Zellen zu befreien. Das alte, verbrauchte 
Medium wurde abgesaugt und gegen neues, frisches Medium ausgetauscht. Bei 
Bedarf wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Generell erfolgte der 
Mediumwechsel alle 2-3 Tage. 
 
2.2.3 Subkultivierung 
Die Zellen wurden passagiert, wenn sie eine 90%ige Konfluenz erreichten. Dazu 
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen. 
Dabei war darauf zu achten, dass der Zellrasen bzw. die Zellen nicht beschädigt 
wurden. Zum Ablösen der Zellen von der Oberfläche der Zellkulturschale wurde 
Trypsin zugegeben. Trypsin ist ein Verdauungsenzym (Peptidase, genauer 
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Endopeptidase), das Polypeptidketten spaltet, die den Zellverband und die Adhärenz 
aufrechterhalten. Es ist darauf zu achten, dass Trypsin nicht zu lang auf den Zellen 
verbleibt, da es ansonsten toxisch wirkt. Nachdem sich die Zellen vom Boden gelöst 
haben (~ 5 min), wurde die Trypsinwirkung durch Zugabe von 5 ml FKS-haltigen 
Medium abgestoppt. Anschließend wurde die Zellensuspension in ein 15 ml Falcon 
überführt und die Zellen bei Raumtemperatur (RT) bei 300 g für 5 min pelletiert. Das 
Medium wurde abgenommen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in 
eine neue Zellkulturflasche überführt. 
 
2.2.4 Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung 
Die Zellzahl wurde mikroskopisch mittels einer Neubauer-Zählkammer 
(Hämocytometer) bestimmt. Vor der Benutzung, wurde die Kammer mit Ethanol 
gereinigt, entfettet und ein Deckglas durch leichtes Anfeuchten des Objektträgers fest 
haftend darauf angebracht, so dass sich so genannte Newtonringe zwischen 
Deckglas und Objektträger bilden. Das Erscheinen der Newtonringe zeigt an, dass 
das Deckglas richtig angebracht ist und gleichzeitig, dass die Tiefe der Zählkammer 
(0,1 mm) richtig eingestellt ist. Die Neubauer-Zählkammer besteht aus neun großen 
Quadraten, wobei jedes große Quadrat eine Fläche von 1 mm2 besitzt. Daraus ergibt 
sich bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1µl/Quadrat. 20 µl der 
Zellsuspension wurde mit 20 µl Trypanblau in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß 
gemischt und ca. 10 µl der Suspension in die Zählkammer pipettiert. Anschließend 
wurden die vier Eckquadrate ausgezählt und die Zellzahl nach folgender Gleichung 
ermittelt: 
Mittelwert (aus den vier Quadraten) x Verdünnungsfakor x 104 = Zellzahl/ml 
Trypanblau dringt in tote Zellen aufgrund ihrer Membrandurchlässigkeit ein und färbt 
deren Cytosol blau an, damit lassen sich lebende von toten Zellen mikroskopisch 
unterscheiden. Tote Zellen wurden nicht mitgezählt. 
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2.2.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zellen, die eingefroren werden sollten, wurden nach dem Splitten pelletiert und der 
Mediumüberstand abgesaugt. 2 x 106 Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium 
(Wachstumsmedium mit 10% DMSO) resuspendiert und in geeignete Kryoröhrchen 
überführt und dann bei -170°C in flüssigen Stickstoff weggefroren. 
 
2.2.6 Prüfung auf Mycoplasmen durch Fluorochromierung mit DAPI 
Kontaminationen mit Mycoplasmen können am schnellsten durch die Anfärbung der 
Mycoplasmen-DNA mit dem speziell an DNA bindenden Fluorochrom DAPI (4-6-
Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid) festgestellt werden. Die Mycoplasmen 
erscheinen als gleichmäßig geformte, kleine, hell leuchtende Punkte oder 
Ansammlungen von solchen. Da sich mitochondriale DNA kaum sichtbar anfärbt, ist 
die Hintergrundfluoreszenz gering. Kerntrümmer zerfallender Zellen, sowie Bakterien 
und Pilze sind wesentlich größer und anders geformt als Mycoplasmen und daher zu 
unterscheiden. Zur Durchführung des Mycoplasmentests wurde ein steriler „Super-
frost“- Objektträger in eine Petrischale gelegt und mit Medium überschichtet. Mit 
einer Pipette wurden, über den Objektträger verteilt, einige Tropfen der 
Zellsuspension aufgetropft und für 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Der 
Objektträger wurde mittels Pinzette aus der Petrischale genommen und die Zellen 
auf dem Objektträger im Methanolbad bei -20°C fixiert. Danach wurde der 
Objektträger getrocknet und nach Auftropfen von ca. 3-4 Tropfen einer DAPI / SR 
101-Lösung mit einem Deckglas möglichst luftblasenfrei abgedeckt. Im 
Fluoreszenzmikroskop unter Ölimmersion erscheint das Cytoplasma rot und die 
Zellkerne / DNA blau. 
 
2.2.7 Isolierung von murinen Peritonealmakrophagen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden murine Peritonealmakrophagen als Primärzellen für 
die Untersuchungen verwendet. Es gibt verschiedene Möglichkeiten primäre 
Makrophagen aus der Maus zu erhalten. Etabliert ist die Gewinnung von 
Knochenmarks-, Alveolar- und Peritonealmakrophagen. Dabei besitzt jedes Protokoll 
bezüglich des Arbeitsaufwands und der Ausbeute Vor- und Nachteile. Die Methode 
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der Isolation von Peritonealmakrophagen bietet, verglichen mit den beiden anderen 
Methoden, eine mittlere Ausbeute (~ 1-2 x 106 Zellen) beim geringsten 
Arbeitsaufwand. Die Reinheit der Primärmakrophagenkultur wird in der Literatur mit 
70% angegeben. Mittels dieser Methode erhält man reife, ruhende bzw. nicht-
aktivierte Makrophagen (Johnston, Godzik et al. 1978, Fortier, Hoover et al. 1982). 
Es besteht die Möglichkeit die Ausbeute an Zellen zu erhöhen, indem mehrfach 
Ausbeute-fördernde Substanzen, wie Thioglycollate, ins Peritoneum vor der Zellernte 
gespritzt werden. Die Ausbeute kann damit auf ~ 1 x 107 Zellen gesteigert werden 
und auch die Reinheit der Primärkultur ist höher. Allerdings besitzen die isolierten 
Makrophagen veränderte physiologische Charakteristika. Diese Zellen sind schon 
voraktiviert. 
Die Peritonealmakrophagen wurden aus C57BL/6 Nrf2-Wildtyp und -Knockout 
Mäusen, sowie aus C57BL/6 ARE-luc Mäusen im Alter zwischen 7 und 13 Wochen 
gewonnen. 
Dazu wurden die Mäuse mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden) betäubt und mittels 
Genickbruch getötet. Um an das Peritoneum der Mäuse zu gelangen, wurde diesen 
vorsichtig das Fell, vom Becken her ausgehend bis zum Zwerchfell hin, mit einer 
sterilen Schere geöffnet. Es war darauf zu achten, die seröse Haut des Peritoneums 
nicht zu beschädigen. 10 ml kaltes PBS mit einem pH-Wert von 7,4 wurde in das 
Peritoneum gespritzt. Dabei wurde eine Region im unteren abdominalen Bereich mit 
Fettablagerungen gewählt. Anschließend wurde der Bauch mit ein wenig Druck 
massiert und die Maus mehrfach invertiert, damit sich die Makrophagen aus dem 
Bauchraum lösten. Das PBS, vermischt mit der Peritonealflüssigkeit, wurde vorsichtig 
mit einer sterilen Spritze wieder entnommen. Dazu wurde die Maus auf den Kopf 
gedreht und mit der Nadel unterhalb des Sternums eingestochen um keine inneren 
Organe zu verletzten.  
 
2.2.8 Kultivierung von peritonealen Makrophagen 
Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-Tube überführt und bei 1500 rpm für 
fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet mit 
DMEM-Medium resuspendiert, welches 20% FKS und 1% PeSt enthielt. Die 
primären Peritonealmakrophagen wurden anschließend auf eine  96-Well 
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Mikrotiterplatte überführt und für 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 in einem 
Zellinkubator inkubiert. In der Zellsuspension noch enthaltende Erythrozyten wurden 
mittels eines Erythrozyten-Lysepuffers eliminiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden 
die Platten lichtmikroskopisch auf Morphologie und Adhärenz hin kontrolliert. 
 
2.2.9 Transfektion 
Für die Transfektion von eukaryotischen Zellen mit Plasmid-DNA wurde das 
Transfektionsreagenz jetPRIME verwendet. Die Transfektionen wurden, wenn nicht 
anders erwähnt, im 6-Well Maßstab durchgeführt. Alle Mengen und Volumina sind 
pro Well angegeben. 
24 h vor der Transfektion wurden ~ 1 x 106 BV2-Zellen in 2 ml Kulturmedium so 
ausgesäet, dass sie am Tag der Transfektion 80 – 90% konfluent waren. Pro Well 
wurde ein Transfektionsansatz wie folgt bereitgestellt: 2,5 µg Plasmid-DNA wurden in 
100 µl jetPRIME-Puffer (150 mM NaCl) verdünnt und gemischt. In einem seperaten 
Eppendorf-Reaktionsgefäß wurden 10 µl jetPRIME-Transfektionsreagenz in 100 µl 
jetPRIME-Puffer verdünnt und gemischt. Beide Ansätze wurden für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschließend fusioniert und weitere 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Auf jedes Well mit Zellen und Kulturmedium wurde dann 
der Transfektionsmix (Plasmid-DNA + Transfektionsreagenz) zugegeben und durch 
vorsichtiges schwenken des Kulturgefäßes gemischt. Die Platten wurden dann im 
Inkubator für 4 h bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt mit warmen 
PBS und ein Mediumwechsel mit frischem Kulturmedium. Die transfizierten Zellen 
wurden frühestens 24 h nach der Transfektion für Versuche weiter verwendet. 
 
2.2.10 Transduktion 
 
2.2.10.1 Produktion lentiviraler Partikel 
Alle virologischen Arbeiten und die Handhabung der Viren wurden gemäß den 
derzeit gültigen Gesetzen und Verordnungen der Zentralen Kommission für die 
Biologische Sicherheit und des Bundesamtes für Verbraucherschutz und 
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Lebensmittelsicherheit durchgeführt. Alle virologischen Arbeiten wurden im S2-Labor 
des Instituts für Pharmakologie in der Abteilung von Professor Dr. Ludwig 
durchgeführt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die Produktion lentiviraler Partikel ein Plasmid-
System der zweiten Generation verwendet. Dafür werden üblicher Weise drei 
Plasmid benötigt (Abb. 12):  
1. Ein lentiviraler Transfervektor, der die shRNA enthält (pLKO.1) 
2. Ein Verpackungsvektor (psPAX2) 
3. Ein Vektor, der für entsprechende Hüllproteine kodiert (pMD2.G) 
 
Für die Herstellung lentiviraler Partikel wurden HEK 293T-Zellen, die nicht älter 
waren als Passage 10, als Produzentenzelllinie verwendet. Es handelt sich bei dieser 
Zelllinie um humane, embryonale Nierenzellen, die stabil das SV40 T-Antigen 
exprimieren. Dadurch werden die Proteine, die von SV40-Replikationsursprung 
tragenden Plasmiden kodiert werden, stärker exprimiert. Um die Zellen zu 
synchronisieren, wurden sie nach dem Auftauen vor der Virusherstellung mindestens 
zweimal passagiert. Zur Transfektion der DNA in die eukaryotischen Zellen das 
Transfektionsmittel jetPEI der Firma Peqlab gewählt, welches für die Produktion 
hoher viraler Titer beschrieben ist und daher häufig verwendet wird. Das kationische 
Polymer jetPEI (Polyethylenimin) bildet Komplexe mit der Plasmid-DNA. Die positive 
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Nettoladung dieser Komplexe ermöglicht die Interaktion mit anionischen 
Glykoproteinen auf der Zelloberfläche und anschließend die Aufnahme der jetPEI-
DNA-Komplexe in die Zelle durch Endocytose.  
Der Transfektionsmix wurde anschließend 
gut gemixt und bei Raumtemperatur für 30 
min inkubiert. Nach der Inkubation wurde 
der Mix tröpfchenweise auf die Zellen 
gegeben und für ca. 12 h im Brutschrank 
inkubiert. Das Transfektionsmedium wurde 
abgenommen, die Zellen einmal mit 
warmen PBS gewaschen und frisches 
Kulturmedium auf die Zellen gegeben. 48 h 
später wurde der virushaltige Überstand 
abgenommen, für 10 min und 4°C bei 500 g 
zentrifugiert und anschließend durch einen sterilen 0,45 µm 
Falcon-Filter filtriert. Der gereinigte, lentivirale Überstand wurde entweder wie unter 
2.2.10.2 beschrieben angereichert oder unmittelbar aliquotiert und bei -80°C bis zur 
Verwendung gelagert. 
 
2.2.10.2 Anreicherung viraler Partikel 
Um eine höhere Transduktionseffizienz zu erzielen, wurden die produzierten 
Viruspartikel mittels der Ultrazentrifugationsmethode aufkonzentriert. 23 ml 
gereinigter Virenüberstand wurde in ein Ultrazentrifugen-geeignetes 
Zentrifugationsröhrchen überführt und in einem SW28-Rotor einer vorgekühlten 
Beckmann-Zentrifuge für 2h bei 24000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation 
wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und das virushaltige Pellet in 100-1000 
µl eiskaltem PBS resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert. 
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2.2.10.3 Titerbestimmung 
Um den lentiviralen Titer des virushaltigen Überstands oder der aufkonzentrierten 
Virussuspension zu bestimmen, wurden HEK293T transduziert. Der für 
Titerbestimmung verwendete Kontrollvektor kodiert für das Gen des grün-
fluoreszierenden Proteins GFP unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Die 
Transduktion der Zielzellen mit diesen Vektor führt zur Expression von GFP, welches 
sich anschließend durchflußzytometrisch im FACS detektieren und quantifizieren 
lässt. Mittels dieser Methode lässt sich die Transduktionseffizienz bestimmen. 
Dazu wurden 50.000 Zellen pro Well in einer 24-Well Platte ausgesät. Das 
Kulturmedium enthielt zusätzlich noch 8 µg/ml Polybrene®, was die 
Transduktionseffizienz der Zielzellen erhöht. Während die Zellen sich noch in 
Suspension befanden und nicht adhärent waren, wurde virushaltiger Überstand oder 
konzentrierte Virussuspension in unterschiedlichen Verdünnungen (unverdünnt, 1:3, 
1:9, 1:27, 1:81 und 1:243) zu den Zellen gegeben. Nach ca. 16 h wurden die Zellen 
einmal mit warmen PBS gewaschen und frisches Kulturmedium in die Wells 
gegeben. Nach 72 h wurden die Zellen trypsinisiert, mit PBS gewaschen, 
resuspendiert und anschließend für die FACS-Messung mit PFA fixiert. Mittels 
FACS-Analyse wurde die Anzahl der GFP-positiven Zellen ermittelt. Für die 
Berechnung der Anzahl infektiöser Partikel, wurde die Verdünnungsprobe verwendet, 
bei der die Anzahl an GFP-positiven Zellen zwischen 1 und 10% lag. Die Berechnung 
erfolgte nach folgender Formel: 
Titer (U/ml)= (A x Z / V) x F 
A = Anteil der GFP positiven Zellen 
Z = Zellzahl zum Zeitpunkt der Infektion 
V = Volumen des Überstands im Well 
F = Verdünnungsfaktor des eingesetzten Virus 
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2.2.10.4 Fluoreszenz Durchflußzytometrie (FACS) 
Zellpopulationen, die zur 
Titerbestimmung mit GFP-
Vektoren transduziert wurden, 
wurden im Rahmen dieser Arbeit 
mittels Durchflusszytometrie unter 
Verwendung des Zytofluorometer 
FACSCalibur der Firma Becton 
Dickinson gemessen, um den 
Prozentsatz GFP-exprimierender 
Zellen zu quantifizieren. 
Die durchflußzytometrische Analyse basiert auf dem Prinzip der gegebenen 
Lichtstreuungseigenschaften der Zellen, sowie der Erfassung von fluoreszierenden 
Antikörpern emittierter Fluoreszenzstrahlung, um Zellen auf der Einzelzellebene zu 
charakterisieren. Bei einer FACS-Messung können die zu analysierenden 
Zellpopulationen anhand von drei zellspezifischen Eigenschaften, der Zellgröße 
(FSC), der Granularität (SSC) und der Fluoreszenzintensität differenziert werden 
(Abb. 14). Für die FACS-Analyse ist eine Einzelzellsuspension des zu 
untersuchenden Materials Voraussetzung.  
Dazu wurden die Zellen der unter 2.2.10.3 beschriebenen Verdünnungsreihe mit 
2%iger Paraformaldehydlösung (PFA) fixiert, gewaschen, in 300 µl FACS-Puffer gut 
resuspendiert und in geeignete FACS-Röhrchen überführt. 
Die Vorwärtsstreulichtsignale (FSC) und die Seitwärtsstreulichtsignale (SSC) wurden 
mit linearer, die Fluoreszenzsignale in logarithmischer Verstärkung aufgenommen. 
Der FITC-A Kanal des FACS-Gerätes, um den GFP-positiven Anteil der Zellen zu 
bestimmen. Die Vorwärts- und Seitwärtsstreuung wurden verwendet um tote Zellen 
oder Zellreste auszuschließen. Unspezifische Fluoreszenzsignale wurden durch 
Verwendung von untransduzierten Kontrollzellen bestimmt. Die Proben wurden mit 
einer mittleren Fließgeschwindigkeit gemessen und es wurden jeweils 10.000 
Einzelereignisse gezählt. 
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2.2.10.5 Infektion bzw. Transduktion der Zielzellen 
Für die Transduktion der Zielzellen wurde entweder virushaltiger Überstand oder 
aufkonzentrierter Virus verwendet. Die Zielzellen wurden in gewünschter Zellzahl in 
einer 6-Well Platte ausgesät. Es wurde darauf geachtet, dass die Anzahl der pro 
Zelle eingesetzten infektiösen Partikel, multiplicity of infection (MOI) genannt, gleich 
war. Die MOI wird mit Hilfe der aus der Titerbestimmung ermittelten Konzentration 
(TU = Transduktionseinheiten) und der Zellzahl errechnet. Die Viren, mit einer MOI 
von ca. 10, und Polybrene® (Endkonzentration 8 µg/ml) wurden zu den Zellen 
gegeben. Polybrene® (Hexadimethrin Bromid) ist ein kationisches Polymer und 
erhöht die Transduktionseffizienz verschiedener Zellen mit Retroviren in vitro. Es 
neutralisiert die Ladungsabstoßung zwischen dem Virion und der Sialinsäure auf der 
Zelloberfläche und erleichtert dadurch die Aufnahme des Virions durch Endocytose. 
Nach spätestens 16 h wurde das virushaltige Medium, nach einem Waschschritt mit 
PBS, durch frisches Kulturmedium ersetzt. Nach 72 h wurden die Zellen für den 
jeweiligen Versuch verwendet. 
 
2.3 NUKLEINSÄUREANALYTIK 
 
2.3.1 RNA-Isolierung aus Kulturzellen 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Kulturzellen wurde mit dem NucleoSpin® RNA II 
(Macherey Nagel, Düren) durchgeführt. Hierzu wurden 1 x 106 Zellen pro Well in 
einer 6-Well Mikrotiterplatte ausgesät, nach Beendigung des Versuchs pelletiert und 
auf Eis in Lysepuffer RA1 des Kits aufgenommen. Die Isolation wurde gemäß dem 
Protokoll des Herstellers durchgeführt. Die Extraktion beruht auf der Bindung der 
RNA an eine Silikat-Membran. Nach der Entfernung von Verunreinigungen durch 
mehrere Waschschritte wurde die RNA in Rnase-freiem Wasser eluiert. 
2.3.2 Quantifizierung der Gesamt-RNA 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration basiert auf der photometrischen Messung 
der Nucleinsäueren bei 260 nm. Nukleinsäuren besitzen bei 260 nm ihr 
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Absorptionsmaximum. Ein Absorptionswert von 1 entspricht einer Konzentration von 
40 µg/ml RNA. Ein Maß für die Reinheit der Nukleinsäuren ist der Quotient aus 
A260/A280. Das Verhältnis sollte zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Werte außerhalb dieses 
Bereiches weisen auf eine Verunreinigung durch Proteine hin. Die RNA-
Konzentration wurde mittels eines UV-VIS-Spektralphotometers (Nanodrop, 
PEQLAB) ermittelt. 1 µl des Elutionsmittels (Rnase-freies Wasser) wurde zunächst 
auf die Messstelle des Photometers pipettiert, um damit den Background zu 
kalibrieren (Nullabgleich). Anschließend wurde der RNA-Gehalt der Proben 
bestimmt. 
 
2.3.3 Reverse Transkription 
Für die Amplifikation von Nukleinsäuren in einer PCR, bei Verwendung der üblichen 
Taq-Polymerase (DNA-Polymerase), ist es notwendig die RNA in DNA 
umzuschreiben, da die Ausgangs-RNA nicht als Matrize dienen kann. Die reverse 
Transkription (RT) ist eine Methode, bei der RNA mit Hilfe einer aus Retroviren 
isolierten DNA-Polymerase, der „Reversen Transkriptase“, in komplementäre 
einzelsträngige DNA (cDNA) umgeschrieben werden kann (Lottspeich et al., 1998). 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Umschreibung der mRNA aus der isolierten 
Gesamt-RNA in cDNA mittels des Enzyms SUPERSCRIPTTM II und Oligo(dT)15-
Primern, welche mit den Poly(A)-Schwänzen der mRNA-Moleküle hybridisieren kann. 
Zur Entfernung von möglichen DNA-Resten in den RNA-Proben wurde vor der cDNA 
Synthese ein DNA Verdau durchgeführt.  
Aus jeder Probe wurden 2000 ng RNA eingesetzt. Das Elutionsvolumen betrug 50 µl. 
Damit ergab sich eine finale cDNA-Konzentration von 40 ng/µl pro Probe. Nach der 
RT wurden cDNAs bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren und gelagert. 
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2.3.4 Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR) 
Die semiquantitative real-time PCR 
(Polymerase Chain Reaction) ist eine in 
vitro-Methode zur Quantifizierung von DNA. 
Die PCR kann mit verschiedenen Verfahren 
angewendet werden. Hier wurde die 
TaqMan Realtime RT-PCR verwendet. 
Diese Methode verwendet die thermophile 
Taq-Polymerase aus dem Eubakterium 
thermus aquaticus. Die Sonde ist ein 20-28 
Nukleotide langes Oligonukleotid. Diese 
kann nur zwischen zwei bestimmten Primern 
binden, wodurch nur spezifische PCR-
Produkte mit ihrem Fluoreszenzsignal 
detektiert werden können (Abb. 15). Die 
Sonde besitzt einen 
Reporterfloreszenzfarbstoff am 5´-Ende und 
einen Quencherfluoreszenzfarbstoff am 3´-
Ende. Da diese sich in räumlicher Nähe 
zueinander befinden, bewirkt der FRET-Effekt 
(Förster/Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer), dass der Quencherfarbstoff die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs 
unterdrückt (Quenching). Wenn die beiden Farbstoffe aufgrund der Elongation durch 
die Polymerase voneinander getrennt werden, hebt sich der FRET-Effekt auf und ein 
Fluoreszenzsignal kann gemessen werden. Auf diese Weise kann die Stärke des 
Fluoreszenz-Signals als Maß für die Menge an amplifizierter DNA dienen.  
Für jede Probe wurde eine dreifach-Bestimmung durchgeführt und zusätzlich ein 
Haushaltsgen als endogene Kontrolle mit eingesetzt. In diesem Fall wurde HPRT-1 
(Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1) verwendet.  
Der PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstrangs, sodass die DNA in Einzelsträngen vorliegt. Nach der Hybridisierung 
der Primer an die cDNA (Annealing), beginnt die Polymerase mit der Synthese eines 
 58 
 
neuen komplementären DNA-Strangs (Elongation). Das Ganze geschieht vom freien 
3´-OH Ende des Primers aus. Um die DNA-Sequenz gezielt zwischen den Primern 
vervielfältigen zu können, ist die Wahl eines gegenläufig orientierten Primerpaares 
wichtig. Damit die gewünschte DNA-Sequenz exponentiell vermehrt werden kann, ist 
die zyklisch-wiederholte Folge der einzelnen Reaktionsschritte von Nöten (Tab. 1). 
 
Zyklus Dauer Temperatur 
Denaturierung 15 Sek. 95 °C 
Annealing 30 Sek. 60 °C 
Elongation 45 Sek. 70 °C 
Tab. 1: Temperaturprogram der TaqMan qRT-PCR 
 
2.4 LUZIFERASE REPORTERGEN ASSAY 
Zur Analyse der ARE- respektive der Nrf2-Aktivität in den mit pGL4-ARE bzw. pGL4-
ARE/phRL-TK-Renilla transfizierten BV2-Zellen und den primären 
Peritonealmakrophagen aus der ARE-luc Maus wurden Luziferase Reportergen 
Assays in zwei verschiedenen Formen durchgeführt: 
• Dualer Luziferase Reportergen Assay (DLR) 
Die BV2-Zellen wurden für diesen Assay 72 h vor der Messung transient oder stabil 
mit pGL4-ARE und phRL-TK co-transfiziert. Dabei diente das durch phRL-TK 
erhaltene Lumineszenzsignal der Renilla-Luziferase zur Normalisierung der Daten 
bzw. als interne Kontrolle. 
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• Luziferase Reportergen Assay (LR) 
Hierbei wurde das ARE-Lumineszenzsignal der primären Peritonealmakrophagen, 
isoliert aus ARE-luc Mäusen gemessen (Abb. 16). Zur Normalisierung der Daten 
bzw. als interne Kontrolle wurde die Gesamtzellzahl mit CyQuant bestimmt. 
 
Die Bestimmung der Luziferase-Aktivität und damit die Aktivierung von Nrf2 erfolgte 
im Glomax Luminometer (Promega). Dazu wurden die mit dem ARE-Luziferase-
Konstrukt transfizierten Zellen bzw. die aus der ARE-Luziferase Maus isolierten 
Makrophagen entsprechend den Versuchsbedingungen behandlt, anschließend 
abzentrifugiert und zur Zelllyse in Passive Lysis Buffer (PLB, Promega) 
resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch mindestens zwei freeze and thaw Zyklen. Für 
die Analyse wurden 50 µl des Lysats pro Well in eine 96-Well-Mikrotiterplatte 
pipettiert. Das Substrat wurde durch das Gerät automatisiert injiziert. Je nach 
Anwendung wurden die Messwerte auf das Renilla-Luziferase-Signal (transiente Co-
Transfektion der BV2-Zellen mit pGL4-ARE/phRL-TK-Renilla) bzw. auf die ermittelte 
Zellzahl (ARE-luc Peritonealmakrophagen) normiert. Die Integrationszeit betrug bei 
allen Messungen 10 Sekunden. 
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2.5 ROS ASSAY 
Phagozytierende Zellen wie Makrophagen und 
Mikroglia benötigen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
wie Wasserstoffperoxid (H2O2), Superoxidanion (O2-) 
und Stickstoffmomooxid (NO), um die intrazelluläre 
Verdauung von phagozytierten Fremdkörpern zu 
ermöglichen und setzen diese frei. Diese ROS werden 
während eines Prozesses gebildet, den man als 
respiratorische Entladung (respiratory burst) 
bezeichnet, da währenddessen der 
Sauerstoffverbrauch kurzfristig stark zunimmt. Für die 
Erzeugung dieser Verbindungen sind lysosomale 
NADPH-Oxidasen und andere Enzyme verantwortlich. 
Die Menge an ROS kann mittels des Farbstoffs CM-
H2DCF-DA (5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-
dichlorodihydrofluorescein-Diazetat) indirekt bestimmt 
werden. Der Farbstoff kann aufgrund seiner fehlenden 
Polarität die Membran von Zellen passiv durchdringen. Im Inneren der Zellen wird 
dieser Farbstoff dann durch Esterasen zum nicht-fluoreszierenden Farbstoff 
deazetyliert. Das gebildete protonierte CM-H2DCF ist jetzt polar und kann nicht mehr 
durch die Membran diffundieren. Bei Anwesenheit von ROS wird dieser anschließend 
zum grünfluoreszierenden deprotonierten CM-DCF oxidiert. In einem geeigneten 
Fluoreszenzmessgerät (Infinite® (Tecan)-Reader) kann die Fluoreszenz-Intensität 
gemessen werden (Abb. 17).  
Für diesen Versuch wurden 20.000 BV2-Mikrogliazellen in einer 96-Well 
Mikrotiterplatte ausgesät und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurden die Zellen lentiviral mit einer mRNA für shNon-Target und 
shNrf2 transduziert. Der Virus sollte am selben Abend wieder abgenommen werden 
um die Zellen wieder über Nacht bei 37°C und 5% CO2 zu inkubieren. Am darauf 
folgenden Tag konnten die Zellen mit 50 µg/ml Myelin stimuliert werden. Die 
Stimulationszeit betrug hier 4 h.  
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Nach der Stimulationszeit wurde aus dem CM-H2DCF-DA-Stock eine 20 mM 
Verdünnung mit DMSO hergestellt. Das erforderliche Volumen wurde anschließend 
mit PBS auf 20 µM herunter verdünnt. Pro Well wurden 100 µl des CM-H2DCF-DA-
Mix auf die vorher mit PBS gewaschenen stimulierten- und nicht-stimulierten Zellen 
gegeben. Zusätzlich wurde eine Negativkontrolle (NK), nur aus PBS bestehend 
hinzugenommen. Wichtig ist, das Ganze unter Lichtausschluss zu pipettieren, da der 
Farbstoff sehr lichtanfällig ist. Nachdem der Mix auf die Zellen gegeben wurde, sollte 
die Mikrotiterplatte mindestens für 30 Minuten im Dunkeln bei 37°C inkubiert werden. 
Anschließend kann die Fluoreszenz bei einer Exzitation von 485 nm und einer 
Emission von 535 nm gemessen werden. 
 
2.6  ZELLVIABILITÄTSASSAY: CELLTITER-BLUE® 
Der CellTiter-Blue® Assay bietet die 
Möglichkeit, die Anzahl an lebenden Zellen 
in einer 96-Well Mikrotiterplatte zu 
bestimmen. Der Assay stellt dabei eine 
homogene fluorometrische Methode dar, 
wobei der Farbstoff Resazurin verwendet 
wird. Die Zellviabilität kann über die 
metabolische Kapazität und Aktivität der 
Zellen ermittelt werden. Lebende Zellen 
bewahren hierbei die Fähigkeit den Farbstoff Resazurin zu Resafurin zu reduzieren, 
welcher eine stärkere Fluoreszenz besitzt. Der Indikator-Farbstoff Resazurin ist 
dunkel-blau und besitzt nur eine kleine intrinsische Fluoreszenz. Wenn er zu 
Resafurin reduziert wird erhöht sich seine Fluoreszenz und er wird pink. Seine 
Absorption liegt jetzt bei 590 nm (Abb. 18).  
Es wurden 20.000 Zellen in einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgesät und über Nacht 
bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Wenn die Zellen gut angewachsen sind, wurden sie 
mit Myelin für drei bis sechs Stunden stimuliert. Danach wurde das alte Medium 
abgesaugt und 60 µl neues Medium auf die Zellen gegeben. Dazu wurden 
anschließend 12 µl CellTiter-Blue Reagenz pipettiert und im Brutschrank für 2 bis 4 
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Stunden inkubiert. Nach zwei Stunden kann die erste Messung durchgeführt werden. 
Diese erfolgt am Infinite® M200 (Tecan-Reader) mit einem 560Ex/590Em Filter. 
 
2.7 ZYTOTOXIZITÄTSASSAY: CYTOTOX-GLOTM 
Der CytoTox-GloTM Zytotoxizitätstest ist ein 
homogener Lumineszenz-Test mit dem die 
Messung der toten Zellen in einer 
Zellpopulation möglich ist. Dazu wird die 
individuelle Protease-Aktivität gemessen. In 
diesem Test wird das Alanyl-Alanyl-
Phenylalanyl-Aminoluciferin (AAF-GloTM)–
Substrat verwendet, welches nicht in der Lage 
ist die Membran lebender Zellen zu passieren. 
Durch diesen Umstand ist es möglich nur die „dead-cell 
Protease-Aktivität“ zu messen, da die toten Zellen ihre Membranintegrität verloren 
haben. Der CytoTox-GloTM Assay beruht auf der Eigenschaft einer thermostabilen 
Luciferase (Ultra-GloTM Recombinant Luciferase). Diese verwendet das 
Aminoluciferin als Substrat, um ein stabiles „glow-type“ Lumineszenzsignal zu 
erzeugen. Dieses Signal kann im Glomax-Luminometer im Spektrum von λ = 560-
562 nm gemessen werden (Abb. 19).  
In diesem Versuch wurden 20.000 Zellen in einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgesät 
und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nachdem die Zellen ausreichend 
angewachsen waren, wurden sie über 4 h mit 50 µg/ml Myelin bei 37°C stimuliert. 
Nach der Stimulationszeit wurde der komplette Überstand der stimulierten Zellen in 
eine weiße, undurchsichtige 96-Well Mikrotiterplatte überführt. Dann wurde das 
CytoTox-GloTM Kit hinzugenommen und nach Anleitung das AAF-GloTM Substrat mit 
dem Assay-Buffer vermischt. Dieser Mix wurde auf den Zellüberstand in die weiße 
Mikrotiterplatte überführt und bei Raumtemperatur (RT) für 15 Minuten stehen 
gelassen. Nach dieser Einwirkzeit konnte die Lumineszenz der Zellen im Glomax 
gemessen werden (1. Messung). Während der 15 Minuten Einwirkzeit wurde eine für 
die Zellen bestimmte Menge Assay-Buffer des Kits mit der dazugehörigen Menge 
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Digitonin vermischt. Das daraus entstandene Lysis-Reagenz wurde auf die Wells der 
Stimulationsplatte gegeben um die eventuell verbliebenden Zellen vom Boden zu 
lösen. Wenn die Messung im Glomax beendet wurde, konnte das Lysis-Reagenz aus 
der Stimulationsplatte in die weiße Mikrotiterplatte überführt werden. Nachdem das 
Ganze wieder für 15 Minuten bei RT stehen gelassen wurde, konnte dieser Substrat-
Puffer-Lysis-Zell-Mix wieder auf seine Lumineszenz hin gemessen werden (2. 
Messung).  
Das Prinzip dieses Assays besteht darin, dass mit der ersten Messung alle Zellen, 
welche durch die Stimulantien abgetötet worden sind, gemessen werden. Mit Hilfe 
des Lysis-Reagenz sollten anschließend alle Zellen abgetötet worden sein (auch 
jene, die im Well der Stimulationsplatte verblieben sind) und durch die zweite 
Messung erfasst werden. Dann kann die erste und zweite Messung in Relation 
zueinander gesetzt werden und man erhält die genaue Sterberate von der Gesamt-
Zellzahl der stimulierten Zellen (Lebend Zellen = Gesamt Zellen – Tot Zellen).  
 
2.8 MAUSSTÄMME 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Mausstämme verwendet: 
• C57BL/6 Nrf2-knockout (Nrf2-KO) und C57BL/6 wildtyp Mäuse (Nrf2-WT) 
Der genetische Hintergrund der Nrf2-KO Maus ist C57BL/6 und wurde von 
Prof. Yuet Wai Kan, Howard Hughes Medical Institute and Cardiovascular 
Research Institute der Universität von Kalifornien, bezogen. 
• Transgene C57BL/6 ARE-Luziferase Reportergen Maus (ARE-luc) 
Die transgene ARE-luc Reportergen Maus wurde von der Firma Cgene (Oslo, 
Norwegen) erworben. Dieser Mausstamm besitzt ebenfalls einen C57BL/6 
Hintergrund. 
Alle verwendeten Mäuse wurden im Institut für Versuchstierkunde des 
Universitätsklinikums Aachen unter sterilen Bedingungen gezüchtet und gehalten. 
Sowohl Futter als auch Wasser erhielten die Tiere ad libitum. Die verwendeten Tiere 
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hatten zu Versuchsbeginn ein Gewicht von 20-25 g und waren beiderlei Geschlechts 
in gleichen Anteilen. 
 
2.9 CUPRIZONE-INDUZIERTE DEMYELINISIERUNG 
Die toxische Demyelinisierung wurde induziert, indem Nrf2-KO und -WT Mäuse (20-
25 g) für 3 Wochen mit 0,2% Cuprizone-haltigem, gemixten Standardfutter gefüttert 
wurden. Die Futtermixtur wurde zweimal wöchentlich frisch angesetzt und bei 4°C 
gelagert. Das Futter wurde jeden zweiten Tag gewechselt.  
 
2.10  GEWEBEAUFARBEITUNG 
Für histologische und immunhistochemische Studien wurden die Mäuse transkardiell 
mit 2% Paraformaldehyd (PFA) perfundiert. Nach der Post-Fixation über Nacht im 
selben Fixativum wurden die Gehirne seziert und in Paraffin eingebettet. Es wurden 
10 µm-Schnitte der zu untersuchenden Region angefertigt.  
 
2.10.1 Transkardielle Perfusion 
Fixativum 
o 800 ml destilliertes Wasser aufkochen 
o 3,3 g NaH2PO4 x H2O (Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Carl-
Roth Germany) und 45 g Na2HPO4 x 12H2O (di-
Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat, Carl- Roth, Germany) lösen 
o 20 g Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich; Germany) lösen 
o 100 ml gesättigte Pikrinsäure (Sigma-Aldrich; Germany) dazugeben 
o Auf Raumtemperatur runterkühlen; pH 7,4 einstellen und auf 1 L 
auffüllen 
o Filtrieren und bei 4°C bis zur Verwendung lagern 
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Durchführung 
o Tiefe Anästhesie der Mäuse mit 5% Isofluran (Abbott, Germany) 
o Fixierung in Rückenlage 
o Öffnung des Thorax mittels Scheren und Pinzetten 
o Kleiner Schnitt in das rechte Atrium des Herzens 
o Einstich mit einer kleinen Nadel in den linken Ventrikel des Herzens 
und Injektion von 20 ml NaCl. Unmittelbar anschließende Injektion von 
50 ml eiskalter Perfusionlösung 
o Inkubation des Gewebes über Nacht bei 4°C im selben Fixativum 
o Sezierung des Gehirns und Lagerung in 1:5 verdünntem Fixativum bei 
4°C bis zur Paraffin-Einbettung 
 
2.10.2  Paraffin-Einbettung von Maus-Gehirnen 
Da Paraffin mit Wasser nicht mischbar ist, musste das Gewebe mittels einer 
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert werden. Daraufhin folgte ein 
Säuberungsschritt mittels Xylol oder einem weniger toxischen Substituts wie Histo-
Clear, um das Ethanol zu entfernen. Anschließend wurde das Gewebe in 
geschmolzenes Paraffin gelegt. Dieses infiltriert das Gewebe und verdrängt das 
Xylol-Substitut. 
Die Gehirne wurden vor der Paraffin-Einbettung in folgende Lösungen für die 
gewünschte Zeit unter vorsichtiges Schütteln eingetaucht: 
o 70% Ethanol: 3 x 30 min 
o 96% Ethanol: 3 x 30 min 
o 100% Ethanol: 3 x 30 min 
o Histo-Clear (Biozym, Germany) 3 x 60 min 
o Paraffin (VWR, Germany) 3 x 120 min und über Nacht bei 60°C 
Anschließend wurden die Gehirne in Paraffin eingeblockt und es wurden 10 µm dicke 
Schnitte an einem Mikrotom angefertigt. 
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2.11  IMMUNHISTOCHEMIE 
Die immunhistochemische Färbung ist eine Methode zur Darstellung der Gegenwart 
und Lokalisation von Proteinen in Gewebeschnitten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
für die Detektierung von Proteinen im Gehirn in Paraffin eingebettetes Gewebe 
verwendet. Immunhistochemische Färbungen werden mit einem 1. Antikörper 
durchgeführt, welcher das Protein von Interesse spezifisch erkennt. Bei hoher 
Spezifität bindet der Antikörper ausschließlich am Zielprotein im Gewebeschnitt. Die 
Antikörper-Antigen-Interaktion kann anschließend entweder durch die Verwendung 
eines Chromogenen-Detektions-System visualisiert werden, bei dem ein Enzym-
konjugierter 2. Antikörper ein zugegebenes Substrat spaltet und ein farbiges 
Präzipitat an der Stelle des Proteins produziert, oder durch eine Fluoreszenz-
Markierung, bei der ein Fluorophor-konjugierter 2. Antikörper, passend zum 1. 
Antikörper, mittels Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden kann. Das folgende 
Protokoll beschreibt die erstere Methode: 
o Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in Xylol (4 x 5 min), 
100% Ethanol (3 x 5 min), 96% Ethanol (2 x 5 min), 70% Ethanol (2 x 5 
min) und PBS (1 x 5 min) 
o Die Antigendemaskierung erfolgte mittels Hitze durch Kochen der 
Schnitte in Citrat-Puffer (10 mM Natrium-Citrat, 0,05% Tween 20, pH 
6,0). Dafür wurden die Schnitte aus dem PBS genommen und in ein 
Mikrowellen-geeignetes Gefäß in den Citrat-Puffer plaziert und für 20 
min gekocht.  
o Die Schnitte wurden bis auf Raumtemperatur runtergekühlt und 3 x 5 
min in PBS gewaschen. 
o Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inubation der Schnitte für 
3 h bei Raumtemperatur in einer Blockierlösung (Immunologic, 
Netherlands) blockiert 
o Die Blockierlösung wurde abgenommen und der 1. Antikörper, verdünnt 
in Blockierlösung, zugegeben. Um die Austrocknung der Schnitte zu 
vermeiden, wurden sie in einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C 
inkubiert. 
o Am nächsten Tag wurde der 1. Antikörper abgenommen und die 
Schnitte für 3 x 5 min in PBS gewaschen. 
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o Das VECTASTAIN® ABC (Peroxidase)-Kit (Vectorlabs, USA) wurde 
nach Herstellerangaben verwendet um die 1. Antikörper-Antigen-
Konjugate zu markieren. 
o Es folgte ein Waschschritt in PBS (3 x 5 min) 
o Zur Visualisierung der 1. Antikörper-Antigen-Konjugate wurden die 
Schnitte in 3,3-Diaminbenzidine (Dako, Germany) für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
o Zur Darstellung der Zellkerne wurde optional eine Gegenfärbung mit 
Hämatoxylin durchgeführt. 
o Final wurden die Schnitte wieder in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
dehydriert: 70% Ethanol (3 x 5 min), 96% Ethanol (3 x 5 min), 100% 
Ethanol (3 x 5 min) und Xylol (3 x 5 min). 
o Eindeckeln der Schnitte 
 
2.12  MYELIN PRÄPARATION 
Nach einer abgewandten Methode, welche in ihren Ursprüngen auf der Methode von 
Norton und Poduslo beruht, ist es möglich Myelin aus einem Mausgehirn zu isolieren 
(Norton and Poduslo 1973). Im Vergleich zu anderen zellulären Membranen und 
Komponenten hat Myelin, auf Grund des hohen Lipidanteils, eine geringere Dichte 
und kann dementsprechend mit Hilfe eines Saccharose-
Gradienten isoliert werden. Zunächst wurde die Maus mit 
Isofluran betäubt, mittels Dekapitation finalisiert und das 
komplette Gehirn herauspräpariert. Das Gehirn wurde 
gewogen (das Gewicht sollte bei ca. 500 mg liegen) und mit 
einem Skalpell in grobe Stücke zerteilt. Anschließend wurde 
das Gehirn mit 10 mL einer 0,32 M Saccharose-Lösung 
homogenisiert. In zwei klare Zentrifugenröhrchen wurden 
jeweils 5 mL einer 0,85 M Saccharose-Lösung vorgelegt und 
das Homogenisat in äquivalenter Menge aufpipettiert. Die 
Röhrchen wurden genau austariert und in den, über Nacht vorgekühlten, Rotor SW 
40 Ti gehangen. Es erfolgte nun der erste Ultrazentrifugationsschritt in der, ebenfalls 
vorgekühlten (4°C), Ultrazentrifuge bei einem mittleren Radius und 75000 x g für 30 
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Minuten. Dieser Zentrifugationsschritt dient der Isolation des Myelins, welches sich 
nach der Zentrifugation, aufgrund der unterschiedlichen Dichte, in der Interphase 
befindet (Abb. 20). Die Interphase wurde mit einer Pipette abgenommen und in neue 
Zentrifugenröhrchen mit 10 mL sterilem Wasser pipettiert. Es folgte ein erneuter 
Zentrifugationsschritt bei 75000 x g für 15 Minuten. Hierbei wurde die Saccharose 
aus dem Myelin gewaschen. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet erneut in 
10 mL sterilem Wasser aufgenommen und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
anschließende Zentrifugation bei 12000 x g für 15 Minuten diente dem Entfernen 
kleinerer Membranfragmente. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal 
wiederholt. Nachfolgend wurden die Sedimente aus beiden Röhrchen vereinigt und 
in 5,5 mL einer 0,32 M Saccharoselösung resuspendiert. Die Suspension wurde auf 
5,5 mL einer 0,85 M Saccharoselösung, in einem neuen Zentrifugenröhrchen 
aufpipettiert und bei 75000 x g für 30 Minuten zentrifugiert. Diese 
Dichtegradientenzentrifugation dient dem Erhalt des aufgereinigten Myelins, welches 
sich in der Interphase befindet. Die Interphasen wurden in 10 mL sterilem Wasser 
aufgenommen und bei 75000 x g für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 
entfernt und das Pellet erneut in 10 mL sterilem Wasser resuspendiert. Es erfolgte 
eine 10 minütige Inkubation auf Eis und ein erneuter Waschschritt bei 12000 x g für 
15 Minuten. Der Überstand wurde verworfen und das gewonnene Myelin je nach 
Ausbeute in 100-1000 µL PBS resuspendiert. Es erfolgte eine Proteinbestimmung 
mittels BCA-Test.  
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3 ERGEBNISSE 
Mononukleäre Phagozyten sind im Rahmen von Demyelinisierungserkrankungen, 
wie der MS, die Haupteffektorzellen. Die Phagozytose von Myelin-Debris in akut 
demyelinisierten Läsionen ist ihre primäre Aufgabe. Die Rolle von Mikroglia und 
Makrophagen, hinsichtlich ihres pro- bzw. antiinflammatorischen Potentials, in 
autoimmunen Demyelinisierungserkrankungen wird in der Wissenschaft kontrovers 
diskutiert (Freund oder Feind?). Zum einen sollen Mikroglia und Makrophagen 
proinflammatorisch wirken und die Entzündungsantwort verstärken und damit den 
substantiellen Defekt vergrößern (Williams, Ulvestad et al. 1994, Mosley and Cuzner 
1996, Raivich and Banati 2004, Sospedra and Martin 2005) und zum anderen 
werden diesen Zellen wichtige antiinflammatorische und regenerative Eigenschaften 
zugesprochen (Fadok, McDonald et al. 1998, Boven, Van Meurs et al. 2006). 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle des Transkriptionsfaktors Nrf2 untersucht 
werden. Dabei fokussierten wir unsere in vitro-Experimente auf das Verhalten Nrf2-
deletierter Zellen bei der Myelinphagozytose. 
 
3.1 NACHWEIS DER MYELINPHAGOZYTOSE IN VITRO 
Zu Beginn der Untersuchungen bestand die Notwendigkeit zu zeigen, dass BV2-
Zellen und primäre Makrophagen in der Lage sind isoliertes Myelin in vitro zu 
phagozytieren. Dieser Beweis sollte lichtmikroskopisch erbracht werden. 
 
3.1.1 Lichtmikroskopie 
Die Überprüfung der Myelinphagozytose wurde anhand von BV2-Zellen 
lichtmikroskopisch kontrolliert. Hierzu wurde das Myelin mit dem rot-fluoreszierenden 
Farbstoff DiI gelabelt und die Zellen mit 50 µg/ml DiI-gelabelten Myelin für 24 h 
inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen um nicht-internalisiertes Myelin zu 
entfernen Opti-Mem Medium für die bessere Mikroskopierbarkeit zu den Zellen 
gegeben. Mittels Auflichtmikroskopie wurden die mit Myelin stimulierten Zellen auf 
die Myelininternalisierung hin untersucht. Unbehandelte BV2-Zellen zeigen eine 
typische gezogene bis sternförmige Morphologie. Zellen, die Myelin aufgenommen 
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haben, haben ein rundes Erscheinungsbild (Abb. 21). Das gelabelte Myelin erscheint 
im Auflicht als rötliche Bläschen.  
 
 
3.1.2 Konfokale Lasermikroskopie 
Es besteht die Möglichkeit, dass das Myelin lediglich an der Zelloberfläche haftet und 
von den Zellen nicht internalisiert wurde (Trotter, DeJong et al. 1986). Dieser 
mögliche Umstand ist im Auflicht nicht von einer erfolgreichen Internalisierung zu 
unterscheiden. Die konfokale Lasermikroskopie bietet eine detailliertere Einsicht in 
die Struktur der Myelinphagozytose und schließt die Möglichkeit aus, dass 
Myelinpartikel an der Zelloberfläche haften ohne internalisiert zu werden. 
In Abbildung 22 sind drei BV2-Zellen, deren Aufnahme im Auflicht gemacht wurde, zu 
sehen. Das mit DiI-gelabelte Myelin wurde mittels eines konfokalen Lasermikroskop 
zur Fluoreszenz angeregt und erscheint rot. Am Rand der dreidimensionalen 
Aufnahme liegen die Zellen abgeschnitten vor, sodass zu erkennen ist, dass das 
Myelin innerhalb der Zelle vorliegt und nicht außen auf der Zelloberfläche haftet. In 
der Mitte der Aufnahme ist die Mikrogliazelle als Ganzes dargestellt. Hier ist das rote 
Myelin ebenfalls innerhalb der Zelle zu sehen. 
 71 
 
 
Für eine exaktere Darstellung des internalisierten Myelins wurden weitere 
dreidimensionale Aufnahmen gemacht. Die BV2-Zellen wurden auf Deckgläschen 
ausgesät und für 24 h mit DiI-gelabelten Myelin stimuliert. Zusätzlich wurde die 
Zellmembran mit dem Green-Fluorescence Dye angefärbt. Die Zellen wurden mit 2% 
PFA fixiert und mittels eines konfokalen Lasermikroskops mikroskopiert. Die 
Membran der in Abbildung 23 dargestellten BV2-Zelle fluoresziert schwach grünlich. 
Das Myelin innerhalb der Zelle ist hier orange dargestellt. Das internalisierte Myelin 
weist eine sphärische Struktur auf. 
 
3.2  NRF2-AKTIVIERUNG NACH MYELINSTIMULATION 
Nach erfolgreicher Demonstration der Fähigkeit von BV2-Zellen Myelin in vitro zu 
phagozytieren, sollte der Beweis erbracht werden, dass Nrf2 eine Rolle bei der 
Myelinphagozytose spielt. Für diese Untersuchung wurde ein sensitiver dualer 
Luziferase-Reportergen-Assay durchgeführt. Die Nrf2-Aktivierung konnte indirekt 
über die ARE-Aktivität in einem Luminometer bestimmt werden.  
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Für diesen Assay wurden BV2-Zellen mit dem Reportergen-Plasmid pGL4-ARE-
Luziferase und dem Reporter-Plasmid phRL-TK, als interne Kontrolle, transient co-
transfiziert. Die Zellen wurden für jeweils 3 oder 6 Stunden mit 200 ng/ml LPS als 
Positivkontrolle, mit 50 ng/ml LPS-behandeltem Myelin oder mit 50 ng/ml LPS-freiem 
Myelin stimuliert.  
Wie in Abb. 24 zu sehen ist, zeigten alle behandelten Zellen eine erhöhte ARE-
Aktivierung, verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen. Die mit LPS-
behandelten Zellen zeigten nach 3 und 6 Stunden ein nicht-signifikant erhöhtes 
Lumineszenzsignal. Die Stimulation mit LPS-behandeltem Myelin löste die höchst 
ARE-Aktivierung aus. Nach 3 h Stimulation stieg der Wert signifikant auf das 3-fache 
und nach 6 h auf das 4-fache, im Vergleich zum Lumineszenzsignals der 
unbehandelten Zellen. Die Behandlung der Zellen mit unbehandelten Myelin ergab 
eine signifikante 2,2-fache Induktion der ARE-Aktivität, verglichen mit der Kontrolle. 
 
 
Abb. 24: Ergebnisse der Myelin-Stimulation nach transienter Co-Transfektion von BV2-Zellen 
mit pGL4-ARE/phRL-TK. Dualer Luziferase Reportergen Assay der BV2-Zelllysate. 48 h nach der 
transienten Co-Transfektion von pGL4-ARE und phRL-TK wurden die Zellen für 3 bzw. 6 h mit 200 
ng/ml LPS, 50 µg/ml LPS/Myelin und 50 µg/ml Myelin behandelt. Nach Stimulationsende wurden die 
Zellen in PLB lysiert und die Lumineszenz im Luminometer gemessen. Alle Werte wurden auf die 
unbehandelte Referenzprobe normiert. n = 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet 
durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant (t-test, column statistics; Graph Pad 
Prism 5, La Jolla, CA USA). 
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Derselbe Versuchsaufbau, mit den gleichen Bedingungen, wurde mit primären 
Peritonealmakrophagen, isoliert aus transgenen ARE-Luziferase-Reportergen-
Mäusen, durchgeführt. In diesem Versuch wurde ein singulärer Luziferase-
Reportergen-Assay durchgeführt. Wie in Abb. 25 zu sehen ist, zeigten alle 
behandelten Zellen, bis auf die 6 h LPS-Gruppe, ebenfalls eine Induktion der ARE-
Aktivität. In Korrelation zu den Ergebnissen mit den BV2-Zellen zeigte die Stimulation 
mit LPS-behandeltem Myelin das höchste Lumineszenzsignal. Nach 3h Behandlung 
war der Wert hochsignifikant um das 5,6-fache und nach 6 h Behandlung um das 
6,4-fache gesteigert, verglichen mit der Kontrolle. Die mit unbehandelten Myelin 
stimulierten Zellen zeigten nach 3 h eine 3,9-fach und nach 6 h eine 4,4-fach erhöhte 
ARE-Aktivität, gegenüber den unbehandelten Zellen. 
 
 
Abb. 25: Ergebnisse der Myelin-Stimulation von aus der ARE-luc Maus isolierten 
Peritonealmakrophagen. Luziferase Reportergen Assay der BV2-Zelllysate. Die Zellen wurden für 3 
bzw. 24 h mit 200 ng/ml LPS, 50 µg/ml LPS/Myelin oder 50 µg/ml Myelin behandelt. Nach 
Stimulationsende wurden die Zellen in PLB lysiert und die Lumineszenz im Luminometer gemessen. 
Alle Werte wurden auf die unbehandelte Referenzprobe normiert. n = 3, Mittelwerte +/- SD: 
Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant 
(t-test, column statistics; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
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3.3 NRF2-KNOCKDOWN 
Die ARE-, respektive Nrf2-Aktivierung, konnte anhand eines Luziferase-Reportergen-
Assays während und nach der Myelinphagozytose erfolgreich gezeigt werden. Nun 
konnte die zentrale Fragestellung, inwiefern sich das Fehlen einer funktionalen Nrf2-
Expression von Mikroglia und Makrophagen nach Myelinstimulation auf die 
Zellvitalität auswirkt, gestellt werden. 
Um diesen Umstand in vitro zu untersuchen, wurde der Knockdown von Nrf2 mittels 
des RNAi-Mechanismus herbeigeführt. Dazu wurde eine shRNA, gerichtet gegen 
Nrf2-mRNA, in BV2-Zellen und primären Peritonealmakrophagen transfiziert bzw. 
transduziert. Als Kontrolle wurde ein sogenanntes shNon-Target-Konstrukt 
transfiziert bzw. transduziert, welches eine unspezifische shRNA-Sequenz exprimiert, 
um sogenannte Off-Target-Effekte ausschließen zu können. Zum Nachweis des 
RNAi-vermittelten Knockdown von Nrf2, wurde aus mit shNrf2 transfizierten BV2-
Zellen die Gesamt-RNA isoliert und mittels Realtime RT-PCR untersucht.  
Wie in Abb. 26 gezeigt, wiesen Nrf2-Knockdown-Zellen eine um 70% signifikant 
verringerte relative Nrf2-Genexpression auf. Die relative Nrf2-Genexpression von 
nicht-transfizierten und mit shNon-Target transfizierten Zellen war in etwa gleich. 
 
Abb. 26: Relative Genexpression von Nrf2 nach Nrf2-Knockdown. qRT-PCR Analyse von BV2-
Zelllysaten. Die BV2-Zellen wurden 48 h vor der RNA-Isolierung mit pLKO.1-shNrf2 transfiziert. Als 
Transfektionskontrolle wurde ein Ansatz mit pLKO.1-shNon-Target transfiziert. Als Referenz dienten 
nicht-transfizierte Zellen. Mittels relativer qRT-PCR erfolgte der Nachweis der Nrf2-mRNA. Alle Werte 
wurden auf die Referenzprobe normiert. n = 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet 
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durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant (t-test, column statistics; Graph Pad 
Prism 5, La Jolla, CA USA). 
Der Nrf2-Knockdown wurde zusätzlich mittels eines Luziferase Reportergen Assays 
überprüft. Dazu wurden zuerst BV2-Zellen mit dem shNrf2-Konstrukt transduziert und 
nach 72 h mit dem pGL4-ARE-Konstrukt transfiziert. 48 h nach der Transfektion 
wurden die Zellen in PLB-Puffer lysiert und die ARE- respektive Nrf2-Aktivität im 
Luminometer gemessen. Als Transduktionskontrolle wurde ein Probenansatz mit 
dem shNon-Target-Konstrukt transduziert. Die Gesamtzellzahl jeder Probe wurde 
parallel mit CyQuant bestimmt. 
Für die Auswertung wurden die Lumineszenzsignale der Firefly-Luziferase (pGL4-
ARE) mit der Gesamtzellzahl ins Verhältnis gesetzt und die Ansätze auf den nicht- 
transduzierten und -transfizierten  Kontrollansatz normiert. Der Versuch wurde mit 
jeweils drei Replikaten durchgeführt. 
In Abb. 27 ist zu sehen, dass die ARE- respektive Nrf2-Aktivität des shNon-Target-
Kontrollansatzes ein ähnliches Aktivitätsniveau wie die nicht-transduzierten Zellen 
besaßen. Nrf2-Knockdown-Zellen zeigten ein um 60% niedrigeres 
Lumineszenzsignal. 
 
Abb. 27: Überprüfung des Nrf2-Knockdowns im Luminometer. Luziferase Reportergen Assay der 
BV2-Zelllysate. 72 h nach der Transduktion von shNrf2 bzw. shNon-Target erfolgte die transiente 
Transfektion von pGL4-ARE. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit PLB lysiert und die 
Lumineszenz im Luminometer gemessen. Alle Werte wurden mit der Gesamtzellzahl ins Verhältnis 
gesetzt und auf die nicht-transfizierte Referenzprobe normiert. n = 7, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen 
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sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant (t-test, column 
statistics; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
 
3.4 ROS-PRODUKTION WÄHREND UND NACH DER MYELINPHAGOZYTOSE 
Für BV2-Zellen und primären Peritonalmakrophagen konnte erfolgreich eine 
deutliche ARE-Aktivierung und somit eine Beteiligung von Nrf2 bei der 
Myelinphagozytose gezeigt werden.  
Um herauszufinden, welches ROS-Level die Zellen während und nach der 
Myelinphagozytose erreichen, wurde ein CM-H2DCF-DA-Test durchgeführt. Bei 
diesem Versuch kann der Farbstoff (5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-
dichlorodihydrofluorescein-Diazetat) in die Zellen eindringen und wird dort in 
Gegenwart von ROS umgesetzt. Bei dieser Umsetzung resultiert eine Fluoreszenz, 
deren Intensität mit der ROS-Produktion korreliert. 
In diesem Versuch wurden BV2-ARE-Zellen lentiviral mit shNon-Target und shNrf2 
transduziert und anschließend mit Myelin über einen Zeitraum von 6 h und 24 h 
stimuliert. 
In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass alle, mit Myelin behandelten Zellen, eine 
erhöhte Rate an produzierten ROS aufweisen. Die unstimulierten Zellen wurden 
jeweils auf 1 normiert und stellen den Richtwert dar. Er zeigt die „normale“ ROS 
Produktion in den Zellen an. Die mit Myelin stimulierten „normalen“ BV2-Zellen 
wiesen nach 6 h eine mehr als zweifach erhöhte ROS-Produktion auf (2,17). Nach 24 
h sank die Produktion aber auf einen Wert von 1,48 ab. Die shNon-Target-Zellen 
zeigten nach Myelinbehandlung eine 2 ½-fach erhöhte ROS-Produktion (2,54) nach 
6 h an, und verblieben nach 24 h auch in etwa auf diesem ROS-Niveau (2,48). Die 
mit Myelin stimulierten Nrf2-Knockdown-Zellen, zeigten nach 6 h eine erhöhte ROS-
Menge von 2,60 auf. Nach 24 h stieg die ROS-Produktion noch weiter, auf einen 
Wert von 3,52 an. 
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Abb. 28: Ergebnis der ROS-Produktion von BV2-Zellen nach Myelin-Stimulation. ROS Assay 
(H2DCF-DA) mit BV2-Zellen. Die BV2-Zellen wurden 48 h vor der Myelin-Behandlung mit pLKO.1-
shNrf2 transduziert. Als Transduktionskontrolle wurde ein Ansatz mit pLKO.1-shNon-Target 
transduziert. Die Zellen wurden für 6 bzw. 24 h mit 50 µg/ml Myelin behandelt. Als Referenz dienten 
unbehandelte Zellen. n = 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** 
p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant (1way ANOVA; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
 
3.5 VIABILITÄTSASSAY NACH MYELINSTIMULATION 
Der Einfluss des Nrf2-Knockdowns auf die Vitalität der BV2-Zellen und primären 
Peritonealmakrophagen nach Myelinphagozytose wurde mittels eines CellTiter-Blue 
Viabilitätsassays untersucht. 
Für diesen Assay wurden BV2-Zellen zuvor transient mit einem shNrf2- und shNon-
Target-Plasmid transfiziert. Primäre Peritonealmakrophagen, isoliert aus ARE-
Luziferase-Mäusen, wurden lentiviral mit einer shRNA gegen Nrf2-mRNA und einem 
shNon-Target-Konstrukt transduziert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einer 96-
Well-Zellkulturplatte bei 37°C und 5% CO2 für 24 h. Alle Zellen wurden für 3 bzw. 6 h 
mit 50 µg/ml Myelin stimuliert. Nach Ende der Stimulationszeit erfolgte die Zugabe 
des CellTiter-Blue Reagenz.  
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Die Abb. 29 zeigt die Ergebnisse für die Untersuchung mit den BV2-Zellen. 
Untransfizierte und mit shNon-Target transfizierte Zellen zeigten sowohl nach 3 und 6 
h Myelinstimulation keinen signifikanten Unterschied zu den unstimulierten 
Kontrollzellen, hinsichtlich der Resafurin-Absorption. Nrf2-Knockdown-Zellen wiesen 
im Vergleich zu den untransfizierten und mit shNon-Target transfizierten Zellen eine 
hochsignifikant verminderte Resafurin-Absorption nach 3 und 6 h Myelinstimulation 
auf. Die Zellvitälität war um ca. 35% vermindert. 
 
 
Abb. 29: Darstellung der Zellviabilität von BV2-Zellen nach Myelinstimulation. CellTiter-Blue 
Assay mit BV2-Zellen. Die Zellen wurden 48 h vor der Myelin-Behandlung mit pLKO.1-shNrf2 
transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde ein Ansatz mit pLKO.1-shNon-Target transfiziert. Die 
Zellen wurden für 3 bzw. 6 h mit 50 µg/ml Myelin behandelt. Als Referenz dienten nicht-transfizierte, 
unbehandelte Zellen. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit H2O2 behandelt. Alle Werte wurden 
auf die Referenz normiert. n = 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 
0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht signifikant (1way ANOVA; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA 
USA). 
Nicht-transduzierte und mit shNon-Target transduzierte primäre 
Peritonelmakrophagen zeigten nach 3 h Myelinstimulation keine signifikante 
Minderung der Resafurin-Absorption, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die 
Myelin-behandelten Makrophagen mit einem lentiviral-vermittelten Nrf2-Knockdown 
zeigten gegenüber den nicht-transduzierten und mit shNon-Target transduzierten 
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Myelin-behandelten Makrophagen eine um ca. 60% signifikant reduzierte Zellvitalität 
(Abb. 30). 
 
 
Abb. 30: Darstellung der Zellviabilität von murinen Peritonealmakrophagen nach 
Myelinstimulation. CellTiter-Blue Assay mit primären Peritonealmakrophagen. Der Nrf2-Knockdown 
wurde 72 h vor der Myelin-Behandlung lentivral vermittelt. Als Transduktionskontrolle wurde ein 
Ansatz mit shNon-Target transduziert. Die Zellen wurden für 3 h mit 50 µg/ml Myelin behandelt. Als 
Referenz dienten transduzierte, unbehandelte Zellen. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit H2O2 
behandelt. n = 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** p = 0,01; 
*** p = 0,001, sonst nicht signifikant (1way ANOVA; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
 
3.6 ZYTOTOXIZITÄTSASSAY NACH MYELINSTIMULATION 
Um die Ergebnisse des Zellviabilitätsassays zu bestätigen, wurde ein 
Zytotoxizitätsassay durchgeführt. Der CytoTox-Glo Zytotoxizitätsassay beruht auf 
einem völlig anderen Messprinzip als der CellTiter-Blue Assay und wurde mit 
primären Peritonealmakrophagen, isoliert aus Nrf2-Knockout- und Nrf2-Wildtyp-
Mäusen, durchgeführt. 20.000 Makrophagen wurden pro Well in eine 96-Well 
Zellkulturplatte ausgesät und für 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Zellen 
wurden analog zu den anderen Experimenten mit 50 µg/ml Myelin für 6 h 
stimuliert/behandelt. Nach Ende der Stimulationszeit wurde das CytoTox-Glo 
Reagenz auf die Zellen pipettiert. 
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Der CytoTox-Glo Zytotoxizitätsassay korrelierte mit den Ergebnissen des CellTiter-
Blue Viabilitätsassays. Myelin-behandelte Nrf2-Wildtyp-Makrophagen zeigten im 
Vergleich zu unstimulierten Wildtyp-Makrophagen keine erhöhte Zellsterberate. 
Myelin-behandelte Nrf2-Knockout-Makrophagen zeigten gegenüber unstimulierten 
Nrf2-Knockout-Makrophagen eine erhöhte, aber nicht-signifikante Zellsterberate. 
Allerdings zeigten Nrf2-Knockout-Makrophagen, verglichen mit Wildtyp-
Makrophagen, eine um ca. 60% gesteigerte Sterberate (Abb. 31). 
 
 
Abb. 31: Darstellung der Zellzytotoxizität von murinen Peritonealmakrophagen nach 
Myelinstimulation. CytoTox-Glo(TM) Assay mit primären Peritonealmakrophagen, isoliert aus Nrf2-
KO und -WT Mäusen. Die Zellen wurden für 6 h mit 50 µg/ml Myelin behandelt. Als Referenz dienten 
unbehandelte Zellen. Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit H2O2 behandelt. n = 3, Mittelwerte +/- 
SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, sonst nicht 
signifikant (1way ANOVA; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
 
3.7 IMMUNHISTOCHEMISCHE ANALYSEN 
Vor Beginn der Versuche wurden die vorgesehen Mäuse genotypisiert. Daraufhin 
wurden Nrf2-KO und -WT Mäuse für mit 0,2% Cuprizone gefüttert. Nach 21 Tagen 
wurde die Cuprizone-Fütterung eingestellt und die Tiere für weitere 14 Tage mit 
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Standardfutter gefüttert. Die Präparation wurde, wie unter 2.10 beschrieben, 
durchgeführt. 
Der Nachweis der De- und Remyelinisierung wurde über immunhistochemische 
Färbungen (IHC) gegen das Myelinprotein PLP (anti-PLP IHC) erbracht. In Abb. 32 
sind die Ergebnisse dieser Färbung dargestellt: 
 
Abb. 32: Darstellung der Remyelinisierung durch Cuprizone (21 d, 0,2%) auf die weiße 
Substanz des Corpus callosum. PLP-Färbung des Corpus callosum (medial) von unbehandelten 
Nrf2-WT (A) und Nrf2-KO (B) Mäusen. Nrf2-WT (C) und Nrf2-KO (D) Mäuse nach Cuprizone-
induzierter Demyelinisierung und zweiwöchiger Remyelinisierungsphase. n = 4; exemplarisch 
dargestellt ist jeweils ein Tier jeder Gruppe. 
Zu sehen sind jeweils mikroskopische Aufnahmen des medialen Areals vom Corpus 
callosum eines Maus-Gehirns. In Abb. 32 ist das Corpus callosum unter 
physiologischen Bedingungen (unbehandelte Tiere) von Nrf2-Knockout- (B) und 
Wildtyp-Mäusen (A) gezeigt. Man erkennt, dass es keinen Unterschied zwischen den 
Genotypen, hinsichtlich der PLP-Färbung bzw. der Myelinisierung gibt. 
Die Ergebnisse zur Untersuchung der Remyelinisierung nach Cuprizone-induzierter 
Demyelinisierung zeigen einen unterschiedlichen Befund. In Abb. 32 sind 
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exemplarisch die zugehörigen immunhistochemischen Myelin-Nachweise gezeigt. 
Die Bilder aus Wildtyp-Mäusen (C) verdeutlichen eine starke, gleichmäßige PLP-
Färbung im medialen Areal des Corpus callosum. Der Myelinisierungsgrad ist mit 
dem der unbehandelten Kontrolltiere zu vergleichen. Im Gegensatz dazu, zeigen die 
Bilder aus Nrf2-Knockout-Mäusen (D) eine deutlich schwächere und 
unregelmäßigere PLP-Färbung. Die densitometrische Datenauswertung bestätigt 
dies. Nrf2-Knockout Mäuse zeigten im Vergleich zu Nrf2-WT Mäusen eine um 90% 
signifikant verringerte PLP-Dichte. 
 
Abb. 33: Densitometrische Auswertung der Remyelinisierung. n = 4, Mittelwerte +/- SD: 
Signifikanzen sind gekennzeichnet durch ** p = 0,01 (t-test, column statistics; Graph Pad Prism 5, La 
Jolla, CA USA). 
 
3.8 NRF2-AKTIVIERUNG DURCH KEAP1-KNOCKDOWN 
 
Die bisherigen Ergebnisse beschreiben den Einfluss der Nrf2-Inaktivierung. In 
diesem Versuch wurde die Nrf2-Aktivierung durch den Knockdown seines Inhibitors 
Keap1 untersucht. Dieser Versuch stellt einen Vorversuch für zukünftige Projekte 
innerhalb der Arbeitsgruppe dar. Weiterführend soll untersucht werden, ob eine Nrf2-
Aktivierung als potentielles therapeutisches Target in der MS dienen könnte.  
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Dazu wurde eine weitere TaqMan Realtime RT-PCR mit transient transfizierten BV2-
Mikrogliazellen durchgeführt. Diese Zellen wurden mit shNon-Target und shKeap1 
transfiziert.  
Dazu wurden zuerst 1 x 105 Zellen in einer 6-Well Mikrotiterplatte ausgesät und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Mix aus Transfektionsreagenz 
und Plasmid auf die Zellen gegeben und nach 4 Stunden wieder abgenommen.  
In Abbildung 34 A ist die Kontrolle der nicht-transfizierten BV2-Zellen dargestellt. Mit 
ihr wurde die relative Genexpression des Keap1 Gens verglichen. Eine weitere 
Kontrolle, mit einer shRNA, die gegen keine physiologische mRNA im Organismus 
gerichtet ist, wurde durch die mit shNon-Target transfizierten BV2-Zellen dargestellt. 
Hier ist zu erkennen, dass die Zellen in etwa dieselbe Genexpression wie die 
Kontrolle aufweisen. 
Die mit shKeap1 transfizierten Zellen zeigten nur eine 25%-ige Keap1-Expression, 
verglichen mit der Kontrolle auf. 
 
Abb. 34: Relative Genexpression von Keap1 und NQO1 nach Keap1-Knockdown. qRT-PCR 
Analyse von BV2-Zelllysaten. Die BV2-Zellen wurden 48 h vor der RNA-Isolierung mit pLKO.1-
shKeap1 transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde ein Ansatz mit pLKO.1-shNon-Target 
transfiziert. Als Referenz dienten nicht-transfizierte Zellen. Mittels relativer qRT-PCR erfolgte der 
Nachweis der Keap1- (A) und NQO1-mRNA (B). Alle Werte wurden auf die Referenzprobe normiert. n 
= 3, Mittelwerte +/- SD: Signifikanzen sind gekennzeichnet durch * p = 0.05; ** p = 0,01; *** p = 0,001, 
sonst nicht signifikant (t-test, column statistics; Graph Pad Prism 5, La Jolla, CA USA). 
 
 84 
 
Nachfolgend wurde die relative Genexpression von NADPH-Quinon-Oxidoreduktase 
(NQO-1), einem Zielgen von Nrf2, untersucht. Die durch den Keap1-Knockdown 
vermittelte Nrf2-Aktivität und die damit gesteigerte Expression des Zielgens sollte 
überprüft werden.  
Wie in Abbildung 34 B dargestellt, zeigten Keap1-Knockdown-Zellen eine fünffach 
signifikant gesteigerte relative NQO1-Genexpression, im Vergleich mit den 
Kontrollen.  
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4 DISKUSSION 
 
Oxidativer Stress steht als zentraler Faktor im Zusammenhang mit der Pathogenese 
autoimmuner und neurodegenerativer Krankheiten, wie auch der Multiplen Sklerose. 
Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Rolle von Nrf2 bei der Myelinphagozytose durch 
Mikroglia und Makrophagen. Die Aktivierung von Nrf2 durch ROS oder MAPK-
Kinasen initiiert und verstärkt die Transkription von Genen, die für antioxidative 
Enzyme, aber auch beispielsweise für das Zytokin IL-6 kodieren (Kensler, 
Wakabayashi et al. 2007, Wruck, Streetz et al. 2011). Für viele dieser, von Nrf2 
regulierten Gene, konnte eine Aktivierung unter pathogenen Bedingungen gezeigt 
werden (Wruck, Huppertz et al. 2009). Darüber hinaus konnte in den letzten Jahren 
in zahlreichen Studien immer häufiger gezeigt werden, dass die Aktivierung von Nrf2, 
neuroprotektive Effekt besitzt (Wruck, Claussen et al. 2007, Wruck, Gotz et al. 2008, 
Calkins, Johnson et al. 2009, Brandenburg, Kipp et al. 2010). Van Horrsen et al. 
konnten  in akut demyelinisierten humanen MS-Läsionen die Hochregulation 
antioxidativer Enzyme zeigen (van Horssen, Schreibelt et al. 2008). 2010 konnte die 
gleiche Arbeitsgruppe in akuten MS-Läsionen die Hochregulierung von Nrf2 in 
infiltrierten Makrophagen zeigen (van Horssen, Drexhage et al. 2010). Den ersten 
Zusammenhang einer neuroprotektiven Wirkung von Nrf2 in der MS-Pathogenese 
erbrachten Johnson et al. 2010. Sie konnten im MS-Tiermodell EAE anhand der 
Nrf2-KO Maus zeigen, dass der Verlust von Nrf2 die Entwicklung der EAE 
intensiviert. Die Nrf2-KO Maus zeigte, neben einem höheren Demyelinisierungsgrad, 
einer höheren Zellinfiltration von aktivierten Astrozyten, Mikroglia und Makrophagen 
und einem höherem klinischen Krankheitsscore, des Weiteren noch höhere 
proinflammatorische Zytokin- und Chemokinlevel, als die Wildtyp-Maus (Johnson, 
Amirahmadi et al. 2010). Diese Ergebnisse deuten wieder auf eine, neben der 
Abwehr gegen oxidativen Stress, immunmodulatorische Komponente von Nrf2 hin. In 
einer Studie von Scannevin et al. konnte kürzlich gezeigt werden, dass eine durch 
den Nrf2-Induktor Fumarat gesteigerte Nrf2-Aktivität, zur Neuroprotektion innerhalb 
der neurodegenerativen Prozesse der MS führt (Scannevin, Chollate et al. 2012). 
Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht die Hypothese, dass es im Krankheitsbild 
der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung, durch die Deletion von Nrf2, zu einer 
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verschlechterten Phagozytose des Myelin-Debris kommt, welche durch residente 
Mikroglia und eingewanderten Makrophagen in den akuten MS-Läsionen nach der 
Demyelinisierung der Axone im Corpus callosum stattfinden sollte.  
Die gegenwärtige Die Ansicht der MS-Forschung, dass die schnelle Beseitigung von 
akkumulierten Myelin durch Mikroglia und Makrophagen die Voraussetzung für 
einsetzende Reparaturmechanismen und Remyelinisierung ist, hat sich in den letzten 
Jahren verfestigt. Das Myelin-Protein Nogo ist bekannt dafür mit der axonalen 
Regeneration negativ zu interferieren und daher ist eine effiziente Myelinbeseitigung 
die Voraussetzung für eine Reparatur (Wang, Koprivica et al. 2002). Hier ist es 
wichtig zu erwähnen, dass Makrophagen Nogo-Rezeptoren (NgR1 und NgR2) 
exprimieren, die die Migration aus einem heilenden Nerv fördern, was letztendlich in 
der Auflösung der Entzündungsreaktion resultiert (Fry, Ho et al. 2007). Des Weiteren 
ist bekannt, dass Myelin seine eigene Phagozytose durch CD47-SIRPá Interaktion 
inhibieren kann (Gitik, Liraz-Zaltsman et al. 2011).  
In den letzten Jahren wurde in mannigfachen Studien gezeigt, dass die antioxidative 
Abwehr des Organismus mit dem Aussetzen eines funktionsfähigen Nrf2-Gens 
herunterreguliert ist und zur Folge hat, dass das Gewebe ohne diesen natürlichen 
Schutz gegen radikale Sauerstoffspezies schwerwiegende Schäden erleidet (Pi, 
Zhang et al. 2010, Shagimardanova, Gusev et al. 2010). 
Über den oxidativen Stress wurde dabei schon früher umstritten diskutiert. Dabei 
haben Forman und Torres et al. den „guten“ vom „schlechten“ oxidativen Stress 
unterschieden. Der „gute“ oxidative Stress ist mit der Signaltransduktion durch 
Wachstumsfaktoren und der Regeneration assoziiert. Der „schlechte“ oxidative 
Stress hingegen wirkt zerstörend und letal auf die Immunzellen und ihre Umgebung 
(Forman and Torres 2001).  
Zusätzlich haben Van der Goes et al. von der essentiellen Bedeutung der ROS 
gesprochen. Wenn die Produktion der ROS blockiert werden würde, käme es auch 
zu keiner Myelinphagozytose (van der Goes, Brouwer et al. 1998).  
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4.1 IN VITRO MYELINPHAGOZYTOSE 
Zu Beginn der Zellkulturversuche war es für die weiteren Experimente 
Voraussetzung darzustellen, ob BV2-Zellen in vitro die Fähigkeit besitzen, 
unbehandeltes, isoliertes Myelin ohne zusätzliche Opsonisierung zu phagozytieren. 
Zwar wurde die Myelinphagozytose in vitro schon von anderen Autoren beschrieben 
(van der Goes, Boorsma et al. 2005, Vallieres, Berard et al. 2006, Glim, Vereyken et 
al. 2010), doch berichten einige Autoren, dass das isolierte Myelin, ohne 
Opsonierung mit Komplementfaktoren, von den Zellen insuffzient internalisiert wird 
und lediglich an der Zelloberfläche haftet (Trotter, DeJong et al. 1986, Mosley and 
Cuzner 1996). 
Mittels mikroskopischer Methoden konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 
murine Mikrogliazelllinie BV2 die Fähigkeit besitzt, isoliertes, unbehandeltes und 
nicht-opsonisiertes Myelin zu phagozytieren. Dazu wurde 50 µg/ml isoliertes Myelin 
mit dem lipophilen Farbstoff DiI gelabelt und für 24 h mit BV2-Zellen inkubiert, um 
eine ausreichend lange Zeit für die Phagozytose der Zellen zu gewährleisten. 
Lichtmikroskopische Aufnahmen belegten die suffiziente Aufnahme von 
Myelinpartikeln in vitro (Abb. 21). Die zweidimensionale Aufnahme lässt aber keinen 
Rückschluss darauf zu, dass das Myelin auch tatsächlich internalisiert wurde. Um 
sicher zu gehen, dass die Zellen das Myelin ingestierten und es nicht lediglich auf der 
Zelloberfläche haftet wurden 3D-Aufnahmen mit einem konfokalen Lasermikroskop 
gemacht. Wie die Abbildungen 22 und 23 zeigen, war das gelabelte Myelin innerhalb 
der Zelle lokalisiert. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Myelin in Form 
sphärischer Tröpfchen in der Zelle deponiert war (Abb. 23). Es ist wahrscheinlich, 
dass diese Tröpfchen (Phago-)Lysosomen oder Endosomen darstellen. Dieser 
Umstand wurde im Rahmen dieser Arbeit aber nicht weitergehend untersucht. Liu et 
al. zeigten in ihren Arbeiten, dass es sich dabei um (Phago-)Lysosomen handelt, 
indem diese mit spezifischen Markern angefärbt wurden. Die Arbeitsgruppe um Prof. 
Dijkstra aus Amsterdam, die uns freundlicherweise Myelin, isolierte aus 
Mausgehirnen, zur Verfügung gestellt hatten, konnten in FACS-Analysen weiterhin 
zeigen, dass 90% der Zellen in der Lage sind unbehandeltes, d.h. nicht-opsoniertes 
Myelin in vitro zu phagozytieren (Glim, Vereyken et al. 2010).  
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4.2 MYELINPHAGOZYTOSE BEWIRKT DIE AKTIVIERUNG VON NRF2 
Nach erfolgreicher Demonstration der Fähigkeit von BV2-Zellen Myelin in vitro zu 
phagozytieren, sollte der Beweis erbracht werden, dass Nrf2 eine Rolle bei der 
Myelinphagozytose spielt. Dazu wurde ein Luziferase Reportergen Assay 
durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl BV2-Zellen als auch isolierte 
Peritonealmakrophagen nach der Behandlung mit Myelin eine gesteigerte ARE- 
respektive Nrf2-Aktivität aufwiesen (Abb. 24 und 25). Wobei nach 6-stündiger 
Stimulation bei beiden Zelltypen die höchsten Lumineszenzsignale gemessen 
werden konnten. Es ist anzunehmen, dass nach 6 h mehr Zellen Myelin 
aufgenommen haben als nach 3 h und das als Resultat der Phagozytose mehr ROS 
gebildet wurde, welches den, Hauptaktivator von Nrf2 darstellt. Von einer Nrf2-
Aktivierung bei der Myelinphagozytose war im Grunde auszugehen. Da bei der 
Phagozytose physiologisch große Mengen ROS gebildet werden („oxidative burst“) 
und ROS, wie erwähnt, einen Aktivator von Nrf2 darstellt (Kobayashi, Ohta et al. 
2004). 
 
4.3 NRF2-KNOCKDOWN MITTELS RNA-INTERFERENZ 
Im Rahmen der in vitro-Experimente wurde mit primären Peritonealmakrophagen, 
isoliert aus Nrf2-Knockout und –Wildtyp Mäusen, und der murinen Mikrogliazelllinie 
BV2 gearbeitet. Um die Auswirkungen einer fehlenden Nrf2-Funktionalität auf die 
ROS-Produktion und Zellviabilität nach der Myelinphagozytose studieren zu können, 
sollte ein effektiver Nrf2-Knockdown mittels RNA-Interferenz herbei geführt werden. 
Dazu wurde eine spezifische shRNA, gerichtet gegen Nrf2-mRNA (shNrf2), 
eingesetzt. BV2-Zellen wurden mit shNrf2 entweder transient transfiziert oder 
transduziert, d.h. der Nrf2-Knockdown wurde lentiviral vermittelt. Als Kontrolle, dass 
keine sogenannten „Off-Target-Effekte“ für die erhaltenen Ergebnisse verantwortlich 
sind, wurde eine shRNA eingesetzt, die gegen keine physiologische mRNA (shNon-
Target) gerichtet ist. Die Überprüfung des Nrf2-Knockdowns wurde auf mRNA-Ebene 
mittels qRT-PCR durchgeführt. Der Einsatz einer shRNA, gerichtet gegen Nrf2-
mRNA, ergab eine um ca. 70% verminderte relative Genexpression von Nrf2 und 
somit eine Knockdowneffizienz von 70% (Abb. 26). Die Gen-Stilllegung von Nrf2 
mittels der RNA-Interferenz ist mittlerweile ein etabliertes Tool innerhalb der 
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Arbeitsgruppe. Die Knockdowneffizienzen von Nrf2 in anderen Zelllinien nach einer 
transienten Transfektion belaufen sich ebenfalls auf ca. 70%. Der Einsatz einer 
shRNA gegen Nrf2-mRNA ist auch für viele andere Arbeitsgruppen das Mittel zur 
Wahl zu in vitro-Untersuchungen eines Nrf2-Knockdowns auf diverse Krankheiten, 
wie z.B. Ma et al. in der Tumorforschung oder Xue et al. in Untersuchungen zur Rolle 
von Nrf2 auf die Fettleibigkeit (Ma, Zhang et al. 2012, Xue, Hou et al. 2013). 
Zusätzlich wurde der Nrf2-Knockdown mittels des Luziferase-Reportergen Assays im 
Luminometer bestätigt. Die basale ARE-Aktivität von Nrf2-Knockdown Zellen war, 
verglichen mit der basalen ARE-Aktivität der Kontrollzellen, um ca. 60% niedriger 
(Abb. 27). Für diesen Versuch wurden die Zellen transient mit shNrf2 transfiziert.  
 
4.4 ROS-PRODUKTION BEI DER MYELINPHAGOZYTOSE 
Es ist bekannt, dass Makrophagen große Mengen an ROS produzieren können um 
dadurch Pathogene abzutöten. Im Zusammenhang mit MS oder der 
tierexperimentellen EAE haben van der Goes et al. und Williams et al. beschrieben, 
dass die ROS-Produktion von essentieller Bedeutung für die Myelinphagozytose ist 
(Williams, Ulvestad et al. 1994, van der Goes, Brouwer et al. 1998). Eine Blockierung 
der ROS-Bildung blockiert die Phagozytose von Myelin (van der Goes, Brouwer et al. 
1998). Man muss annehmen, dass eine überbordende ROS-Produktion aber auch zu 
Schäden an dem Makrophagen selber und, übertragen auf die in vivo Situation, auf 
das umliegende Gewebe führt, wenn dieser nicht genügend endogene Abwehr 
gegen oxidativen Stress aufbauen kann.  
Ziel dieses Versuchs war es zu zeigen, dass eine fehlende Nrf2-Funktionalität, d.h. 
eine gestörte endogene Abwehr gegen oxidativen Stress, eine ROS-Akkumulation in 
den Zellen nach der Myelinphagozytose zur Folge hat. 
Die ROS-Produktion der Zellen während der Myelinphagozytose wurde mittels des 
CM-H2DCF-DA Assays, eines etablierten ROS-Assays, dargestellt (Abb. 28). Sowohl 
bei nicht-transfizierten, mit shNon-Target transfizierten als auch mit shNrf2 
transfizierten Zellen, konnte nach sechsstündiger Myelinstimulation eine um den 
Faktor 2 - 2,5 erhöhte ROS-Menge, verglichen mit den unbehandelten Kontrollen, 
gemessen werden. Diese erhöhte ROS-Produktion ist physiologisch und der 
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Funktion der Phagozytose geschuldet. Sie spiegelt den initialen Schritt zur 
Bekämpfung von Pathogenen wieder, bei der durch die NADPH-abhängigen 
Oxidase, ROS zur Eliminierung des Myelins gebildet werden. Die Abnahme der 
ROS-Menge nach 24 h Myelinstimulation bei den nicht-transfizierten BV2-Zellen 
spricht für das Ende der Phagozytoseaktivität und der Beseitigung von ROS. Es 
kommt zu keiner weiteren ROS-Bildung. Bei Nrf2-Knockdown Zellen hingegen, 
kommt es nach 24 h Myelinstimulation zu einer weiteren Bildung von ROS. In der 
Annahme, dass die eigentliche Phagozytoseaktivität der Zellen nach 24 h beendet 
ist, ist dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass die endogene Abwehr/Eliminierung 
von ROS durch den Nrf2-Knockdown gestört ist. Dieses Ergebnis lässt allerdings 
noch keinen Rückschluss darauf zu, inwieweit hier schon von schädlichen/toxischen 
oxidativen Stress der Zellen gesprochen werden kann.  Dem oxidativen Stress bzw. 
der ROS-Bildung im Rahmen der Myelinphagozytose wird weiterhin eine wichtige  
immunregulatorische Funktion auf die Zytokinsekretion zugesprochen. Liu et al. 
haben gezeigt, dass die ROS-Produktion durch die NADPH-abhängige Oxidase mit 
der Suppression proinflammatorischer Zytokine korreliert. Die Blockierung der 
NADPH-abhängigen Oxidase in Knockout-Mäusen führte zur Aufhebung der 
antiinflammatorischen Wirkung der Myelinphagozytose in vitro (Liu, Hao et al. 2006). 
Weiterhin ist bekannt, dass die immunologische Reaktion und Antwort auf oxidativen 
Stress unterschiedlich ausfallen kann. In diesem Zusammenhang sprechen Forman 
und Torres von „guten“ (= niedrige oxidative Last) und „schlechten“ (= hohe oxidative 
Last) oxidativen Stress. Dabei ist der „gute“ oxidative Stress mit Signaltransduktion, 
regulatorischer Funktion und Regeneration assoziiert, wo hingegen der „schlechte“ 
oxidative Stress toxisch auf den Phagozyten selbst und sein umgebenes Gewebe 
wirkt.                 
 
4.5 EINFLUSS DER MYELINPHAGOZYTOSE AUF DIE ZELLVITALITÄT  
Um zu klären, welchen Einfluss die erhöhte ROS-Produktion nach Myelinbehandlung 
bei Zellen mit einem gestörten Nrf2-ARE-System hat, wurde ein Zellviabiltäts- und 
ein Zellzytotoxizitätsassay durchgeführt. Unserer Hypothese nach, sollten Mikroglia 
bzw. Makrophagen, deren endogener, antioxidativer Abwehrmechanismus nach 
Nrf2-Knockdown bzw. –Deletion gestört ist, bei der Myelinphagozytose Schaden 
davon tragen. Im Zuge der Phagozytoseaktivität produzieren die Zellen große 
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Mengen an ROS („oxidative burst“), um die aufgenommenen Myelinpartikel 
abzubauen. Ist der oxidative Stress zu groß, erleiden die Nrf2-Knockdown 
Makrophagen einen vorzeitigen Zelltod.  
Die Untersuchung der Zellvitalität mittels des CellTiter-Blue Assays ergab, dass 
sowohl Nrf2-Knockdown BV2-Mikroglia als auch primäre Peritonealmakrophagen, 
isoliert aus der Nrf2-KO Maus eine verminderte Zellvitalität schon nach 3 h 
Myelinbehandlung aufwiesen, verglichen mit den Kontrollen. Nrf2-Knockdown BV2-
Zellen besaßen eine um ca. 35% und primäre, Nrf2-deletierte Makrophagen eine um 
ca. 60% verminderte Zellvitalität nach dreistündiger Myelinstimulation. Der Umstand, 
dass primäre, Nrf2-deletierte Makrophagen einen höheren Verlust an Zellvitalität 
aufwiesen als die Nrf2-Knockdown BV2-Zellen ist damit zu begründen, dass der mit 
Hilfe der RNA-Interferenz herbeigeführte Nrf2-Knockdown kein 100%iger Knockout 
ist und Nrf2, zwar stark reduziert, aber dennoch aktiviert werden kann.  
Um zu überprüfen, ob der im CellTiter-Blue Assay gemessenen verminderten 
Zellvitalität der Nrf2-Knockout Makrophagen während der Myelinphagozytose ein 
Zelltod  zugrunde liegt, wurde ein Zytotoxizitätsassay durchgeführt. Mit dem CytoTox-
Glo Assay wird die Zellsterberate determiniert. Das Ergebnis des Experiments deckt 
sich mit den Daten aus dem Zellviabilitätsassay. Myelin-behandelte 
Peritonealmakrophagen, isoliert aus der Nrf2-Knockout Maus, zeigten im Vergleich 
zu Wildtyp-Makrophagen, eine um ca. 60% gesteigerte Zellsterberate nach 
sechsstündiger Myelinstimulation. Ob es sich bei diesem vorzeitigen Zelltod um 
Apoptose oder Nekrose handelt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter 
untersucht. 
Das oxidativer Stress durch ROS in vielen Zellarten den Zelltod durch Apoptose 
auslösen kann ist bekannt (Simon, Haj-Yehia et al. 2000, Pourova, Kottova et al. 
2010). Forman und Torres beziehen die biologische Funktion von oxidativen Stress 
auf die vorhandene ROS-Menge (Abb. 35). 
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Abb. 35: Biologische Antwort abhängig von der oxidativen Last. Quelle: Modifiziert nach 
Forman und Torres (2001) 
 
Dabei reicht die intrazelluläre Funktion von ROS über regulatorische Effekte im Zell-
Signaling bis hin zur Einleitung der Apoptose oder auch Nekrose, abhängig von der 
„oxidativen Last“. 
Nguyen et al. konnten im Tiermodell der MS, apoptotische Phagozyten beobachten, 
die internalisierte Myelinbruchstücke enthielten (Nguyen, McCombe et al. 1994). 
Auch Kuhlmann et al. und Liu et al. konnten zeigen, dass Makrophagen im Rahmen 
der MS nach Myelinphagozytose durch Apoptose absterben (Kuhlmann, Bitsch et al. 
2001, Liu, Hao et al. 2006). Es ist vorstellbar, dass die Apoptoseinduktion nach der 
Phagozytose von Myelin im Geschehen der MS in der übermäßigen ROS-Produktion 
begründet ist. Abgestorbene Makrophagen schütten ROS in ihre Umgebung aus und 
Schädigen damit umliegende Zellen und Gewebe. Des Weiteren müssen 
Makrophagen neben des Myelin-Debris auch die Zelltrümmer anderer Makrophagen 
beseitigen. Es ist möglich, dass die Makrophagen dadurch „überladen“ sind und 
dadurch ein Teufelskreis entsteht, in dem die proinflammatorische Immunantwort 
weiter gesteigert wird und sich dadurch die gesamte Entzündungsreaktion verlängert. 
Insbesondere im Falle der Myelinphagozytose durch Mikroglia und Makrophagen hat 
die ROS-Bildung einen direkten Einfluss auf die konkrete Immunantwort. Initial 
besitzen aktivierte Mikroglia und Makrophagen bei der Beseitigung des Myelin-Debris 
einen proinflammatorischen Charakter. Das Zytokinprofil umfasst die typischen T-
Zell-aktivierenden Zytokine wie TNF-a, IFN-ã, IL-12 oder auch NO. Im weiteren 
Verlauf wird der Myelinphagozytose eine inflammatorisch-suppressive Wirkung 
zugesprochen, in dem sie einen „Switch“ in der Makrophagenaktivierung, hin zu 
alternativ-aktivierten bzw. M2-Makrophagen, darstellt. Die Folge der alternativen 
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Aktivierung ist eine Immunsuppression durch die Produktion und Ausschüttung von 
antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10. Stout et al. berichteten von der 
alternativen Aktivierung von Makrophagen als Antwort auf eine veränderte 
Umgebung (Stout, Jiang et al. 2005). Boven et al. beobachteten in humanen post 
mortem-Gewebe von MS-Patienten M2-Makrophagen (Boven, Van Meurs et al. 
2006). Des Weiteren konnten Bogie et al. in vitro zeigen, dass Myelin-beladene 
Makrophagen die T-Zell-Proliferation inhibieren (Bogie, Stinissen et al. 2011). Die 
Arbeitsgruppe um Prof. Dijkstra konnte kürzlich in aktiven, humanen MS-Läsionen, 
anhand von M1- und M2-Makrophagenmarkern, Makrophagen beider 
Aktivierungszustände nachweisen (Vogel, Vereyken et al. 2013). Die Gesamtheit der 
Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der Beseitigung von Myelin-Debris nach der 
Demyelinisierung allgemein und der korrekt funktionierenden Phagozytose von 
Myelin durch Makrophagen mit dem einhergehenden immun-suppressiven Effekt auf 
das Entzündungsgeschehen. 
 
4.6 IN VIVO-STUDIE 
Das Ziel dieser in vivo-Studie war es, die Auswirkung der Nrf2-Deletion auf die 
Remyelinisierunskapazität nach vorheriger Demyelinisierung zu untersuchen. 
Dazu wurde das etablierte Modell der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung 
verwendet. Dieses Modell wurde aufgrund der einfachen und schnellen Induktion 
MS-typischer Konditionen im Tier ausgewählt.  
Nach dreiwöchiger Cuprizone-Diät zur Demyelinisierung, wurden Nrf2-KO und 
Wildtyp-Mäuse zwei Wochen mit Standardfutter gehalten, um die 
Remyelinisierungsphase einzuleiten. Anschließend wurden die Tiere getötet und die 
Gehirne, wie unter 2.10 beschrieben, für die immunhistochemischen Färbungen 
präpariert. Für die Untersuchung des Remyelinisierungsgrades der Genotypen, 
wurde das Myelin-Protein PLP angefärbt. Die Auswertung der PLP-Dichte im Corpus 
callosum, zeigte einen unterschiedlichen Myelinisierungsgrad zwischen der Nrf2-KO 
und Wildtyp-Maus (Abb. 32). Der Myelinisierungsgrad der Wildtypen, war mit dem 
der unbehandelten Kontrolltiere zu vergleichen. Im Gegensatz dazu, zeigten die 
Bilder aus Nrf2-Knockout Mäusen eine deutlich schwächere und unregelmäßigere 
PLP-Färbung nach zweiwöchiger Remyelinisierungsphase.  
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Weiterhin sollte die Zellinfiltration des Corpus callosum durch Mikroglia und 
Makrophagen dargestellt werden. Für die Detektierung der Mikroglia und 
Makrophagen wurde der Marker Iba1 verwendet. Die derzeitige Datenlage, kann die 
Hypothese bislang nicht bestätigen, dass es im Corpus callosum von Nrf2-KO 
Mäusen zu einer gesteigerten Einwanderung von Mikroglia und Makrophagen kam. 
Des Weiteren ist es noch nicht gelungen, apoptotische Zellen und oxidativen Stress 
im Corpus callosum nachzuweisen, da es Schwierigkeiten mit den entsprechenden 
Färbungen und der Qualität der Schnitte gab (Daten nicht gezeigt). 
Der Befund der schlechteren Remyelinisierungsfähigkeit von Nrf2-deletierten Mäusen 
im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen und die Daten der Zellkulturversuche, decken sich 
mit der Hypothese, dass der Nrf2-Verlust in vitro zu einem vorzeitigen Zelltod der 
Mikroglia und Makrophagen bei der Myelinphagozytose führt und er in vivo in einer 
gestörten Remyelinisierung, nach  Cuprizone-induzierter Demyelinisierung, resultiert. 
Diese Arbeit konnte aufzeigen, dass ein funktionierendes Nrf2-ARE System die 
Mikroglia und Makrophagen selbst vor dem schädlichen Phagozytoseprozess schützt 
und essentiell für eine ausreichende Beseitigung des Myelin-Debris mit unmittelbar 
nachfolgender Remyelinisierung ist. 
 
4.7 NRF2-AKTIVIERUNG DURCH KEAP1-KNOCKDOWN 
Die Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten legen nahe, dass die Aktivierung von 
Nrf2 ein mögliches therapeutisches Target zur Abmilderung der Pathogenese der MS 
darstellt. Augenscheinlich scheint im Falle der MS die endogene Antwort auf den 
aufkommenden oxidativen Stress durch die Nrf2-Aktivierung nicht auszureichen, um 
dem ROS-induzierten Zell- und Gewebeschaden, welcher in den inflammatorischen 
MS-Läsionen reichhaltig vorhanden ist, entgegenzuwirken. 
Neben der Möglichkeit Nrf2 nach Verabreichung von Nrf2-Induktoren zu aktivieren, 
besteht auch die Möglichkeit eine stabile Nrf2-Aktivität über den Knockdown von 
seinem Inhibitor Keap1 mittels RNAi herbeizuführen. Dieses Tool haben wir mit BV2-
Mikrogliazellen getestet. Die Zellen wurden mit einer shRNA gegen Keap1-mRNA 
transduziert. Auf mRNA-Ebene wurde die relative Genexpression von Keap1 
untersucht. Die relative Keap1-Genexpression in Keap1-Knockdown Zellen war 
verglichen mit den Kontrollen um ca. 75% vermindert (Abb. 34 A). Anschließend 
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wurde die Auswirkung des Keap1-Knockdowns auf die relative Genexpression von 
dem Nrf2-Zielgen NQO1 untersucht. Wir konnten zeigen, dass die durch den Keap1-
Knockdown vermittelte Nrf2-Aktivität zu der gewünschten Hochregulierung des 
Zielgen führte (Abb. 34 B). 
Die vorläufigen Daten auf Genexpressionsebene zeigen, dass der Knockdown von 
Keap1 funktioniert und zu einer stabilen Aktivierung von Nrf2 führt. Die Nrf2-
Aktivierung muss noch durch weiterführende Experimente auf Proteinebene evaluiert 
werden. Gelingt im Tiermodell der Beweis, dass eine stabile, vorzeitige Nrf2-
Aktivierung von Mikro- und Makroglia durch den lentiviral-vermittelten Keap1-
Knockdown, neuroprotektive Eigenschaften aufweist, wäre es durchaus vorstellbar 
den Keap1-Knockdown als Gen-therapeutische Maßnahme einzusetzen. Es wäre 
zudem vorstellbar zwischen einzelnen MS-Schüben Nrf2 in Mikro- und Makroglia 
stabil zu aktivieren, so dass die Zellen vor dem nächsten Schub auf den auftretenden 
oxidativen Stress durch die schon vorhandene antioxidative Abwehr vorbereitet sind. 
Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass durch die lentiviral-vermittelte Nrf2-
Aktivierung die proinflammatorische Immunantwort abgeschwächt bzw. gemildert 
werden könnte, indem der Makrophagen-Switch hin zum antiinflammatorische 
Zytokine-sekretierenden M2-Makrophagen getriggert wird.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine neurodegenerative 
Erkrankung, die durch einen Verlust der periaxonalen Myelinscheiden im ZNS 
charakterisiert ist. In vielen Fällen kann auf diese Demyelinisierung eine 
Remyelinisierung erfolgen. Dabei spielen die in die Entzündungsherde infiltrierten 
Mikroglia und Makrophagen eine wichtige Rolle. Sie gewährleisten die Beseitigung 
des Myelin-Debris durch Phagozytose und schaffen damit die Voraussetzung für den 
Remyelinisierungsprozess. Es ist bekannt, dass oxidativer Stress zu den 
pathologischen Prozessen in der MS beiträgt. Im Rahmen der Phagozytose 
produzieren Mikroglia und Makrophagen reaktive Sauerstoffspezies und müssen 
unter diesem schädlichen Zustand überleben um eine korrekte Remyelinisierung zu 
ermöglichen. 
Das Ziel dieser Studie ist die Aufklärung der Rolle des Transkriptionsfaktors nuclear 
factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), dem Hauptregulator der zellulären 
Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress, in der Myelinphagozytose in vitro und 
der Remyelinisierungsfähigkeit im Cuprizone-induzierten 
Demyelinisierungstiermodell.  
In den in vitro-Experimenten lag der Fokus auf der Auswirkung der 
Myelinphagozytose auf die Vitalität von Mikroglia mit Nrf2-Knockdown und Nrf2-
deletierten Makrophagen. Dazu wurden BV2-Mikroglia, deren Nrf2-Expression durch 
RNAi unterdrückt wurde, und Makrophagen, isoliert aus der Nrf2-KO Maus, mit aus 
dem murinen ZNS isolierten Myelin inkubiert. Die Myelinphagozytose wurde 
mikroskopisch nachgewiesen. Im Luziferase-Reportergen Assay konnte die Nrf2-
Aktivierung bei der Myelinphagozytose nachgewiesen werden. Die Untersuchung zur 
ROS-Produktion bei der Myelinphagozytose zeigte eine gesteigerte ROS-Bildung von 
Nrf2-Knockdown Zellen gegenüber den Myelin-behandelten Kontrollzellen. Die 
Auswirkungen der Myelinphagozytose auf die Zellvitalität von Nrf2-Knockdown 
Mikroglia und Nrf2-deletierten Makrophagen wurden durch verschiedene 
Zellviabilitätsassays detektiert. Nrf2-defiziente Mikroglia und Makrophagen zeigten 
nach Myelinbehandlung eine verminderte Zellvitalität und erhöhtem Zelltod, 
verglichen mit den Wildtyp-Zellen. Im Tiermodell der Cuprizone-induzierten 
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Demyelinisierung zeigten Nrf2-KO Mäuse eine verminderte 
Remyelinisierungkapazität und eine gestörte Myelinstruktur im Vergleich zu den 
korrekt remyelinisierten Corpus callosum von Wildtyp-Mäusen. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Nrf2-Aktivität mononukleäre Phagozyten vor dem 
selbst-schädigenden Prozess der Myelinphagozytose schützen. Damit ergibt sich ein 
Hinweis dafür, dass eine hinreichende Nrf2-Aktivität essentiell für die ausreichende 
Beseitigung des Myelin-Debris in den Entzündungherden ist, um damit die 
Voraussetzung für eine nachfolgende Remyelinisierung der Läsionen zu 
ermöglichen.  
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SUMMARY 
 
Multiple sclerosis (MS) is a neurodegenerative disease characterized by the loss of 
periaxonal myelin sheaths in the CNS. Microglia and macrophages are required for 
phagocytosis of myelin-debris in multiple sclerosis lesions. This clearance is a 
prerequisite for proper remyelination of affected areas. They ensure the elimination of 
myelin-debris by phagocytosis, thus creating the conditions for the 
remyelination process. It is known that oxidative stress contributes to 
pathological processes in MS. During phagocytosis, however, microglia should 
survive under the harmful condition of self-producing reactive oxygene species 
(ROS).  
Aim of our study was to elucidate the role of the transcription factor Nuclear factor-
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), the major regulator of the cellular defence 
mechanisms against oxidative stress, in myelin-debris phagocytosis and 
remyelination after cuprizone induced demyelination. 
To examine in vitro whether Nrf2 plays a role in myelin phagocytosis, we used the 
murine microglia cell line BV2 and isolated primary macrophages from Nrf2-wild type 
and -knockout mice. Nrf2 expression in BV2 cells was suppressed by RNAi. Myelin 
phagocytosis was observed by microscopy. Nrf2 activation while myelin phagocytosis 
was observed by luciferase reporter gene assay. An increased ROS level in Nrf2-
knockdown cells after myelin phagocytosis was measured by CM-H2DCF-DA 
method. Nrf2 deleted microglia/macrophages showed after myelin phagocytosis 
decreased cell viability and increased cell death compared to wild type cells. In 
immunhistochemically stainings corpus callosum of wild type mice showed proper 
remyelination after cuprizone induced demyelination. In contrast Nrf2-knockout mice 
showed a decreased myelin density and a disorganized structure. 
Our data showed that Nrf2 activity protects microglia and macrophages for the self-
damaging process of phagocytosis. Hence, a sufficient Nrf2 activity is essential for 
adequate lesion clearance and subsequent remyelination of MS lesions. 
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